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Uber das Pyocyanin, den blauen Farbstoff 
des Bacillus Pyocyaneus. I. 
Von 


Fritz Wrede und Erich Strack. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Greifswald.) 


Der Redaktion zugegangen am 23, Juni 1924.) 


Der Bacillus Pyocyaneus ist ein hiufiger Gast der mensch- 
lichen Haut; besonders an schweibreichen Orten, in der Leisten- 
heuge, der Achselhédhle usw., ist er oft zu finden. Durch 


’ jeuchte Wirme, etwa durch langdauernde Priessnitzsche Um- 


schlige, kann er leicht zur kriftigen, durch griinblaue Farbung 
deutlichen Entwicklung gebracht werden. Auch die sogenannten 
hlauen SchweiBe, welche bei manchen Menschen die Wische 
verfirben, sind auf die Tatigkeit dieses Bacillus zuriickzufiihren. 
Weiterhin wird der Mikroorganismus gelegentlich in mit Wund- 
sekreten durchtrinkten Verbandstoffen gefunden, die dann 
griinblau verfarbt sind und eigentiimlich siiBlich riechen.’) 

Es ist bekannt, daB der blaue Farbstoff sowohl aus dem 
blaugriinen Wundsekret als auch aus den gefirbten Rein- 
kulturen des Bacillus mit Chloroform extrahiert werden kann. 
Kr zeigt typisch basische Kigenschaften. Wird z. B. das blaue 
Chloroformextrakt mit wiBriger Siure geschiittelt, so geht der 
Farbstoff quantitativ mit weinroter Farbe als Salz in die 
wiBrige Lésung. Wird diese nun mit Ammoniak oder Natron- 
lauge alkalisch gemacht, so nimmt sie die urspriingliche blaue 


') Vgl. Lexer, Lehrbuch der Chirurgie, 6. Aufl, S. 179 (Enke, 
Stuttgart). 
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Farbe wieder an, die beim Schiitteln mit Chloroform in diese 
iibergeht. 

Die Menge des Farbstoffes — dem seit langem der Name 
Pyocyanin gegeben wurde — in den Kulturen ist meist rech 
gering. Darin ist wohl der Grund zu sehen, dab das hichst inter. 
essante Stoffwechselprodukt eines Mikroorganismus bisher sg 
wenig untersucht worden ist. Ubrigens wurde des éfteren dic 
Beobachtung gemacht, dab die Farbstoffbildung im Reagew:. 
glas gut war, bei Kulturen in gréSeren Kolben jedoch sely 
schwach war oder gar ganz ausblieb, ohne dab die Ursach: 
hierfir aufgeklirt wurde. 

Die einzige Arbeit, die sich mit der Formel und Kor. 
stitution des Pyocyanins befaBt, ist die von Ledderhose au: 
dem Jahre 1888.1) Wenn auch die Resultate, die Ledder- 
hose erhielt, nicht recht befriedigen, so ermutigen immerhin 
seine Mitteilungen iiber die Krystallisierbarkeit einiger Derivaie 
des Pyocyanins zu einer Neubearbeitung. Durch den Ausbau 
der mikroanalytischen Methoden ist ja zudem heute die Mig. 
lichkeit geschafien, mit kleinsten Substanzmengen exakte Re- 
sultate zu erhalten. — Auf Grund seiner Analysen gab Ledder- 
hose dem Pyocyanin die Formel C,,H,,N,O. Doch ist die 
Richtigkeit dieser Formel sehr zweifelhaft, da er namentlich bei 
den Analysen des Chloroplatinats die verschiedensten Werte fan. 

Schon seit mehreren Jahren wurde im hiesigen Labo- 
ratorium Pyocyanin gesammelt, nachdem die Bedingunget, 
unter denen auch im GroBen der Bacillus gezitichtet werden 
kann, erkannt waren. So konnte mit der Untersuchung de: 
Farbstoffes vor einiger Zeit begonnen werden. Obgleich unsere 
Resultate noch nicht den wiinschenswerten Abschlu8 haben. 
sehen wir uns nun zu deren Verdffentlichung gezwungen, di 
wir vor einigen Tagen Kenntnis von einer Arbeit der englischen 
Forscher Mc Combie und Scarborough?) erhielten, aus der 
hervorgeht, daB diese den gleichen Arbeitsplan wie wir haben. 
AuBer den Analysen einiger Salze des Pyocyanins wird 1! 


') Deutsche Zs. f. Chirurgie Bd. 28, S. 201 (1888). 
*) Jl. of the chem. soe. (London) Vol. 123, p. 8279 (1923); Ref. 
Ber. iiber d. ges. Physiol. Bd. 24, Heft 7, S. 429, 14. V. (1924). 
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dieser Arbeit allerdings nichts wesentlich Neues gegeniiber 
der Arbeit von Ledderhose gebracht. Kine Molekulargewichts- 
hestimmung des Farbstoffes in Chloroform schien uns _ nicht 
sonderlich iiberzeugend zu sein. 

Wie schon erwiihnt, machte zuerst die Ziichtung der 
Bazillen in gréBeren Mengen Nihrlésung erhebliche Schwierig- 
keiten. Ks wurden die verschiedensten Nihrbéden zur Kultur 
yverwandt und zwar vorzugsweise fliissige, da dieselben sich 
leichter mit Chloroform ausschiitteln lassen. Mitunter wurden 
leidliche Erfolge erzielt bei Verwendung von gewdhnlicher 
Bouillon. Auch in einem Medium, das als einzige Kohlen- 
sioffquelle Asparagin und Traubenzucker enthielt '\, wurde gute 
Farbstottbildung beobachtet. Zusatz von Traubenzucker schien 
ir das Gedeihen der Kultur und fiir die Bildung von Farb- 
stoft nicht prinzipiell schidlich zu sein, wie mehrfach in iilteren 
Arbeiten behauptet worden ist. Es wiirde zu weit fiihren, die 
vielen Versuche hier aufzufiihren, namentlich da die Resultate 
in bezug auf Farbstoffbildung bei anscheinend gleicher Zu- 
sammensetzung des Substrats nicht immer identisch waren. 

Kinen regelmiBigen Erfolg mit gréBeren Kulturen hatten 
wir erst, als wir Sorge dafiir trugen, daB die Alkalitit des 
Nihrbodens immer die gleiche war. Wir hatten festgestellt, 


| daB in den Reagenzglaskulturen, in denen die Farbstoff bildung 


optimal war, eine Reaktion von p,, = 7,4 herrschte. Diese 


| Reaktion wurde nun prinzipiell den Kulturen in groBen Kolben 
erteilt. Danach war die Farbung regelmiBig gut. Unent- 
‘ behrlich fiir das dauernde Gedeihen des Bacillus scheint ein 
| Zusatz von Pepton (1°/,) zu sein. Ohne dieses geht ihm die 

Fihigkeit, kriiftig Farbstoff zu bilden, bald verloren. Am ge- 
'eignetsten erwies sich eine Bouillon, die aus menschlichen 
'Placenten gewonnen war, wahrend Bouillon von Pferdefleisch 


eine gewisse Neigung zeigt, wiihrend der Ziichtung eine dicke, 


schleimige Konsistenz anzunehmen, wodurch das Ausschiitteln 
/ tit Chloroform erschwert wird. 


Wenn die Kulturen einige Zeit gewachsen sind, ist der 


' Farbstoff nicht ohne weiteres in ihnen wahrzunehmen. Often- 


') Noesske, Beitrag zur klin. Chirurg. Bd. 18, Heft 1 (1897). 
] * 














4 Fritz Wrede und Erich Strack, 


bar erfolgt durch die Tatigkeit der Bakterien eine Reduktioy 
zu einem ungefarbten Produkt, das durch Stehen in offeney 
Schalen oder durch kriiftiges Durchschiitteln mit Luft durch 
Oxydation erst die typische Blaufairbung gibt. Wie im Versuchs. 
teil gezeigt wird, ist es zweckmabig, die ersten Chloroform. 
extrakte nicht direkt zu verarbeiten, da sich in dem Chloro. 
form noch allerhand fettartige Verunreinigungen finden. Das 
Pyocyanin wird dem Chloroform deshalb mit salzsiiurehaltigen 
Wasser entzogen, von dem verunreinigten Chloroform getrennt 
und, nachdem es durch Alkali in die freie Base verwandelt ist, 
wieder in Chloroformlésung gebracht. Die beste Methode, aus 
dieser Chloroformlésung den Farbstoff abzuscheiden, ist woll 
die, Pikrinsiure in Chloroform gelést hinzuzusetzen. Das 
Pikrat fallt in Form von feinen Nadeln fast quantitativ aus. 
Durch Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol kann es ganz 
rein erhalten werden. Wasserhaltigen Alkohol anzuwenden 
empfiehlt sich nicht, weil das Salz stark dissoziiert. Ebensi 
wie das Pikrat kann das Pikrolonat gewonnen werden. Beide 
Salze enthalten offenbar Krystallalkohol. 

Durch Zerlegen des Pikrats in iiblicher Weise (Ansiuern 
mit HCl, Entfernen der Pikrinsiure mit Chloroform) wird eine 
Lésung des salzsauren Pyocyanins erhalten, die beim Ab- 
dunsten schéne Krystalle des Salzes anschiefben liBt. Das 
Hydrochlorid ist in Wasser und Alkohol léslich. Die wibrige 
Lésung diente zur Darstellung des prachtvoll krystallisierenden 
Chloroaurats und Chloroplatinats. Die Analysen, die mit 
ganz reinen Salzen ausgefiihrt wurden, sprachen dafiir, dab 
dem Pyocyanin die Formel C,,H,,N,O oder ein vielfaches 
derselben zukommt. Die von Ledderhose aufgestellte Forme 
C,,H,,N,O ist also hinfallig. 

Aus der Chloroformlésung der freien Base konnte das 
Pyocyanin selbst krystallisiert abgeschieden werden, unt 
zwar indem zu der mabig konzentrierten Liésung Petrolither 
gesetzt wurde. Die dunkelblauen Nadeln des auf diese Weise 
abgeschiedenen Farbstoffes sind lingere Zeit hindurch haltbar: 
in der ilteren Literatur wird dagegen Ofter behauptet, dab 
die durch Verdunsten der Chloroformlésung erhaltene blaue 
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Masse recht zersetzlich sei. — Auch durch Krystallisieren des 
heim Kindampfen des Chloroformextraktes gewonnenen Riick- 
standes aus warmem Wasser wurde das freie Pyocyanin in 
schénen Nadeln gewonnen. 

Die sicher reine und einheitliche Verbindung machte 
iibrigens bei der weiteren Untersuchung nicht unerhebliche 
Schwierigkeiten. Bei der Mikrostickstoffanalyse nach Dumas- 
Pregl, bei der gemeinhin kaum Versager vorkommen, wurden 
fast stets zu niedrige und sehr differente Werte gefunden. Erst 
als die mit Kupferoxyd gemischte Substanz stundenlang kraftig 
im Rohr gegliiht wurde, gab sie ihren ganzen Stickstoff ab. Auch 
bei der Mikro- Kohlen- und Wasserstoff-Analyse wurden hiufig zu 
niedrige Werte erhalten. Weitere Schwierigkeiten machte die 
fiir die Beurteilung der Summenformel wichtige Molekular- 
sewichtsbestimmung: Kine Siedepunktsmethode zu verwenden, 
erschien nicht ratsam, da das Pyocyanin sich schon bei etwa 
60° allmahlich zersetzt. Die Gefrierpunktsbestimmung scheiterte 
anfangs am Mangel an einem geeigneten Lésungsmittel. Ent- 
weder war die Base zu wenig léslich, wie in Wasser oder in 
Benzol, oder sie gab Additionsverbindungen unbestimmter 
Zusammensetzung, so mit Phenol oder mit Nitrobenzol, in welch 
letzterem die Gefrierpunktsdepression tiberhaupt ganz unregel- 
miBig war. Zuletzt gelang es, das Molekulargewicht in Kis- 
essig zu bestimmen, in dem die Base leicht unter Bildung des 
Acetats léslich ist. DaB dieses Salz in Kisessig nicht merk- 
lich dissoziiert, geht daraus hervor, da8 auch bei stiirkerer 
Verdiinnung immer gleiche Werte gefunden wurden. Die 
Brauchbarkeit der Methode, die also darin besteht, eine freie 
Base in Kisessig zu lésen und die Depression der so ent- 
standenen Salzlésung zu bestimmen, wurde iibrigens bei einer 
hekannten Verbindung, dem Benzidin, nachgepriift. — Nach 
den so angestellten Bestimmungen muBte das Pyocyanin ein 
Molekulargewicht von 424 haben, das der Formel C,,H,,N,O, 
entspricht. 

Kinige Reaktionen des freien Farbstoffs, die immerhin 
schon einiges Licht auf seine Struktur werfen, mégen hier an- 
geftthrt sein. Gegen Oxydationsmittel ist er ziemlich wenig 
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widerstandsfahig. Permanganat in saurer Lisung entfarbt sich 
fast momentan; auch in neutraler und alkalischer Losuns 
tritt innerhalb weniger Minuten Oxydation ein. Wasserstof. 
superoxyd zerstért die Farbe in einigen Stunden —. Auch dic 
Reduktion des Pyocyanins gelingt leicht, und zwar entstel; 
dabei eine tarblose Verbindung, die beim Schiitteln mit Lui 
wieder die urspriingliche Blaufarbung annimmt. Diesel); 
Reduktion wird offenbar in den Kulturen durch das Wachstuy 
der Bazillen besorgt. Als gut wirkendes Reduktionsmitte| 
erwies sich sowohl Glucose als auch Natriumhydrosulfit jy 
sodaalkalischer Lésung. — Beim Stehen mit verdiinntem Alkalj 
schligt die Farbe des Pyocyanins in einigen Stunden in ein 
sattes Weinrot um. Diese Umwandlung erfolgt beim Aut. 
kochen mit Alkali fast augenblicklich. Aus dieser roten Lisung & 
1iBt sich mit Chloroform nichts mehr extrahieren. Wird dic 
alkalische Lisung mit Essigsiure angesiiuert, so wird sie gelb; 
bei geniigender Konzentration krystallisiert eine gelbgefiirbte 
Verbindung in feinen Nadeln aus. Dieser gelbe Stoff kam 
mit Chloroform oder Ather leicht aus der sauren Fliissigkeit 
aufgenommen werden. — Aut Zusatz von Mineralsauren zu 
der essigsauren Lisung schligt die gelbe Farbe _ iibrigens 
wieder in rot um, indem sich offenbar ein wenig stabiles Sal: 
bildet. Denn durch mehrfaches Ausschiitteln mit Chloroform 
kann der gelbe Farbstoff fast quantitativ in das Chloroform 
gebracht werden, was wohl auf eine stirkere Dissoziation des 
mineralsauren roten Salzes schlieBen liBt. — Dieser gelbe 
krystallisierte Stoff, dem wir aus dem weiter unten angefiihrte: 
(srunde den Namen Hemipyocyanin gegeben haben, entstehi 
auch beim trocknen Erhitzen des Pyocyanins. 

Die spektroskopische Untersuchung des Pyocyanins ode 
seiner Salze ergab keine sicheren Anhaltspunkte fiir die Zu- 
gehorigkeit zu einer der bekannten Farbstoffklassen. Scharie 
Absorptionsbinder wurden nicht beobachtet. Der freie Far)- 
stofi absorbiert eine gréBere verschwommene Partie des Blau, 
das salzsaure Salz eine solche des (relbrot. 

Wichtig fiir die Konstitutionsaufklirung erschien die Kenut- 
nis einiger Derivate, von denen auch ein weiterer Bewel 
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fir die MolekulargréBe des Pyocyanins zu erhoffen war. Beim 
Behandeln des freien Farbstotfes mit Essigsiureanhydrid und 
Pyridin wurde ein schwer lésliches, schén krystallisierendes 
Mono-Acetylderivat erhalten, mit Benzoylchlorid und Pyridin 
ein in langen Nadeln krystallisierendes Mono-Benzoylderivat. 
‘'rotzdem die Acylierungen bei 0° vorgenommen wurden, leiteten 
die erhaltenen Acylprodukte sich doch nicht mehr von dem 
urspriinglichen Molekiil des Pyocyanins ab. Denn ihre Molekular- 
sewichtsbestimmungen gaben Zahlen von der Hialfte der ver- 
langten Werte. Beim Verseifen selbst unter den vorsichtigsten 
und schonendsten Bedingungen entstand niemals das blaue 
Pyocyanin, sondern der oben erwiahnte gelbe Koérper (Hemi- 
pyocyanin). Dieser gab zudem bei der Acylierung die gleichen 
Acylprodukte zuriick. Es mu also bei der Acylierung unter 
den geschilderten Bedingungen eine analoge Spaltung des Pyo- 
cyanins erfolgt sein, wie beim Stehen mit Alkali oder beim 
trocknen Erhitzen. Die Analysen der Acylderivate sprechen 
dafiir, daB sie sich von einem Korper ableiten, der ungefahr 
die gleiche Zusammensetzung wie das Pyocyanin, aber nur die 
halbe MolekulargréBe hat. Wir haben diesen Grundstoft 
Hemipyocyanin genannt. Ob das Pyocyanin sich aus 2 Molekiilen 


des Hemipyocyanins zusammensetzt — etwa wie Indigo aus 
zwel gleichen Indolderivaten — oder ob die anders gebaute 


zweite Hilfte des Pyocyaninmolekiils bei der Spaltung zer- 
fillt oder ein weiteres Produkt liefert, dariiber kann erst eine 
yuantitative Verfolgung der Reaktion AufschluB geben. 

Das Hemipyocyanin krystallisiert, wie oben erwahnt, in 
velben Nadeln, die sublimierbar sind. Ganz analysenrein 
konnte es bisher noch nicht erhalten werden, da zu mehr- 
‘achem Umkrystallisieren nicht geniigend Material vorhanden 
war. Auf Grund der Analysen seiner Acylderivate hat es die 
Hormel C,,H,,N,O. Mit kaustischen Alkalien gibt- es stark 
weinrot gefiirbte Salze, die durch Kohlensiure zerlegt werden. 
ementsprechend liBt es sich auch aus Ather oder Chloroform 
durch wiBrige Natriumbicarbonatlésung nicht ausschiitteln. 
Somit diirfte ein Phenol-Hydroxyl vorhanden sein oder durch 
Umlagerung leicht ein solches entstehen kinnen. Mit Mineral- 
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siuren gibt es stark dissoziierende rote Lisungen, mit Kssig. 
siure bleibt es gelb, bildet somit wohl kein Salz. Beim Acylierey 
bei Gegenwart von Pyridin entstehen Mono-Acylderivate. Mit 
Natriumhydrosulfit wird die alkalische rote Lésung beim Ey. 
hitzen farblos; beim Schiitteln mit Luft wird die urspriingliche 
larbe wieder hergestellt. Danach scheint die reduktions. 
fahige Gruppe, die im Pyocyanin vorhanden war, noch uw. 
verandert zu sein. Auch die Oxydation mit Permanganat 
verlauft genau wie beim Pyocyanin. — Aus dem Hemipyo. 
cyanin das Pyocyanin zu regenerieren, gliickte bisher nicht. — 
Vorerst sind wir mit seiner Konstitutionsaufklirung weite: 
beschaftigt. 


Methodischer Teil. 

Die Nihrlésung wird wie folgt dargestellt: 

Etwa 500g menschliche Placenta wird zerstiickelt und 
ausgekocht, so daB ein Liter Bouillon daraus entsteht. Dann 
wird nach der tiblichen Methode 1°/, Pepton und 0,5 °/, NaCl 
zugesetzt, sterilisiert und so oft durchgeseiht, bis die Lésung 
klar ist. Die Fliissigkeit wird in Kolben von 2 Liter Inhalt 
an zwei auteinander folgenden Tagen je einmal sterilisiert. Dann 
wird mittels Natronlauge eine Alkalitét von p,, = 7,4 erzeugt 
(Indicator: m-Nitrophenol). Nach dem Animpfen bleiben dic 
Kolben 6 Tage bei etwa 37° stehen. Es wird dann kritftig 
mit Luft durchgeschiittelt und 3 mal mit Chloroform extrahiert, 
bis das letzte Extrakt kaum noch gefirbt ist. Die Chloro- 
formlésungen werden vereinigt und mit wenig salzsiurehaltigeni 
Wasser ausgeschiittelt. Der Farbstoff geht mit weinroter Farbe 
vollstiindig in das Wasser iiber. Jetzt wird das Chloroform 
abgelassen, und durch neues ersetzt. Dann wird zu der 
wiBrigen Lésung so viel Natronlauge gegeben, daB die Farbung 
rein blau ist. Beim Umschiitteln geht der Farbstoff in das 
Chloroform, gegebenenfalls wird zweimal mit Chloroform extra- 
hiert. Die Chloroformlésung wird filtriert, und mit einer 
Lisung von Pikrinséure in Chloroform versetzt, bis die Farbe 
braunrot ist. Nach einigen Stunden ist das Pikrat quantitativ 
in Form von Nadeln ausgefallen. 
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Pyocyaninpikrat. 

Das rohe Pikrat wird in wenig absolutem Alkohol durch 
Kochen gelést. Die Abscheidung des krystallisierten Pikrats 
aus der alkoholischen Lésung gelingt besonders gut, wenn zu 
dem Pikrat ein wenig einer alkoholischen Pikrinsaiurelésung 
hinzugesetzt wird. Nach einigen Stunden hat sich das Salz 
in Form von millimeterlangen rot-gelben Nadeln abgesetzt. 
Nie werden abgesaugt und schnell an der Luft getrocknet. 
Auf Grund der Stickstoffanalyse und des Gewichtsverlustes 
heim Trocknen im Vakuum diirfte mit Riicksicht darauf, daB 


das Salz aus absolutem Alkohol krystallisiert erhalten wurde, 


in den Krystallen Krystallalkohol vorhanden sein. 


2,868 mg Substanz gaben 0,368 ccm N bei 18° und 760 im, 
10,130 mg ” » 0,440 mg Gewichtsverlust (bei 14 mm 
und 80° iiber P,O, in 6 Stunden). 
C.3H,,.N,0(C,H,N;,9,;), + C.H,O0 = 928,4 
Ber. 15,10°/, N 4,95 °/, Krystallalkohol 
Gef. 15,05 4,34 


Die getrocknete Substanz gibt folgende Analysenwerte: 
4,955 ing Substanz gaben 9,365 mg CO, und 1,550 mg H,0O. 


2,415 mg - » 0,833 cem N bei 19° und 760 mm, 
C,,H.,N,O.(C,H,N;9, 2 = 882,3 
Ber, 51,68 °/, C 3,48 °/, H 15,88 °/, N 
Gef. 51,55 3,50 16,12 


Das Pikrat ist fast unléslich in kaltem Alkohol, wenig 


_ loshch in Wasser, das mit Pikrinsiiure gesittigt ist. In reinem 
_ Wasser und in wasserhaltigem Alkohol scheint es zu disso- 
 “«leren, denn die Lésungen fiarben sich blaugriin. Der Schmelz- 


punkt ist nicht charakteristisch: Beim schnellen Erhitzen er- 


lolgt bei etwa 185° Sublimation einer gelben Substanz in den 
vberen Teil des Rodhrchens, bei etwa 190° ist Aufschiitumen 


wid Zersetzung zu beobachten. Bei recht langsamem Erhitzen 


| tritt dieselbe Erscheinung schon bei 160—170° auf. 


Pyocyaninpikrolonat. 


Das Pikrolonat wird analog dargestellt wie das Pikrat, 


| dem es in bezug auf Lislichkeit und Kigenschaften ganz aihn- 
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lich ist. Es krystallisiert aus absolutem Athylalkohol chen. 
falls mit Krystallalkohol, den es beim Erhitzen verliert. 
10,075 mg Substanz gaben 0,421 mg Gewichtsverlust (iiber PO... 
14mm Hg, 80°, 6 Stunden). 
Cog Ha,N,O.(C,oHgN,O5). + C,H,O = 998,5 
Ber. 4,61 °/, Krystallalkohol 
Gef. 4,18 
Analyse des getrockneten Salzes: 


5,012 mg Substanz gaben 10,660 mg CO,, 1,750 mg H,O. 


2,136 mg ‘ 55 0,317 cem N bei 18° und 760 mm He, 
C,,H.N,0.(C,9 H3N,05). = 952,9 
Ber. 57,95°/, C 4,23 °/, H 17,65 °/, N 
Gef. 58,01 3,91 17,41 


Retrefis des Zersetzungspunktes gilt dasselbe wie fiir das 
Pikrat: Bei schnellem Erhitzen Auischiumen bei etwa 190", 
bei langsamem Erhitzen bei etwa 170°. 


Chloroaurat. 


Das Pikrat wird in wenig Alkohol unter Kochen in Lésung 
gebracht, dann wird mit Wasser und etwas Salzsiiure versetzt 


und mehrfach mit Chloroform zur Entfernung der Pikrinsiiure | 


ausgeschiittelt. Die wiBrige Liésung wird filtriert, durch Durch- 
leitung von Luft im Vakuum von Resten des Chloroforms und 
Alkohols befreit, dann mit eimer wiBrigen Goldchloridlésung 
versetzt. Nach wenigen Minuten ist die Fliissigkeit von 


glitzernden, mehrere Millimeter langen Krystallen erfiillt. Es | 
wird abgesaugt und an der Luft getrocknet. Das Salz gibt | 


beim Erhitzen im Vakuum keinen Gewichtsverlust. 
10,512 mg Substanz gaben 10,800 mg CO, und 1,950 mg H,0 un 
8,749 mg Au. 
5,973 mg Substanz gaben 0,249 cem N bei 17° und 760 mm. 


14,357 mg ‘n » 5,138 mg Au. 
3,930 mg - » 1,405 mg Au. 
5,312 mg - » 1,902 mg Au. 
C,,H.,N,O.(UAuCl,), = 1104,2 
Ber. 28,26°), C 2,37 9/, H 5,07 °/, N 35,72 °/, Au. 
Gef. 28,02 2,08 4,90 35,67 
35,78 
35,75 


35,80 








et 
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Das Goldsalz ist in Wasser, das etwas Goldchlorid gelést 
oithalt, fast unléslich, in reinem Wasser zeigt es dicselbe 
Erscheinung wie das reine Pikrat, es dissoziiert unter Blau- 
farbung. In absolutem Alkohol lést es sich mit veilchenblauer 
Farbe. Beim schnellen Erhitzen zersetzt es sich bei 185”, 
bei langsamen Erhitzen liegt der Zersetzungspunkt bei etwa 160°. 


Chloroplatinat. 

Dasselbe wird aus der waBrigen Loésung des Chlorids, 
senau so wie das Chloroaurat gewonnen. Es _ krystallisiert 
etwas langsamer, weil es leichter léslich ist. 

7,845 mg Substanz gaben 10,685 mg CO, und 2,150 ng H,O und 

1,823 mg Pt. 
5,686 mg Substanz gaben 0,216 cem N bei 19° und 760 mm. 


5,447 mg m » 1,270 mg Pt 

C.,H.,N,O,-H,PtCl, = $84,1 
Ber. 37,40°, C 3,14°), H 6,72 °/, N 23,40 °/, Pt. 
Gef. 37,17 3,07 6,85 23,24 


23,31 
en 
Das Salz ist bei 265° noch nicht geschmolzen. 


Freies Pyocyanin. 

Die blaugefiirbte Chloroformlésung, wie sie durch Aus- 
hiitteln der Kulturen (s.0.) erhalten ist, wird im Vakuum 
wit ein kleines Volumen eingeengt. Auf vorsichtigen Zusatz 
von Petrolather scheiden sich diinne dunkelblaue Nadeln ab. 
Nach dem Absaugen und Trocknen stellen sie eine dunkel- 
jlaue Krystallmasse dar, deren Aussehen an Indigo erinnert. 
\chitzungsweise ist die Fiirbekraft mindestens ebenso groB 
vie die des Indigocarmins. — Sehr schéne Krystalle wurden 
uch in folgender Weise gewonnen: Die Chloroformlésung wird 
im Vakuum abgedampft, der Riickstand wird mit etwa 20 ccm 
Vasser im Wasserbad so lange erwirmt, bis Lésung erfolgt 
st (etwa 50°) Dann wird filtriert und in Kiswasser gestellt, 
‘onach beim Reiben oder Animpfen reichliche Krystallisation 
‘lolet. — Zur Molekulargewichtsbestimmung wurden die Kry- 
‘alle tiber P,O; kurze Zeit bei 50° getrocknet, wobei sie etwas 
au Gewicht verlieren. — Die Mikrostickstoffanalyse gibt nur 
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dann annihernd richtige Werte, wenn lange Zeit stark ey. 
hitzt wird. 
2,637 mg (lufttrocken) Substanz gaben 0,279 ecm N bei 21° und 
765 mm Hg. 
C,,H,,N,O, + HO (442,2) Ber. 12,67, N 
Gef. 12,37 
Molekulargewichtsbestimmungen: 
I. 28,2 mg Substanz in 2,096 g Eisessig gaben eine Gefrierpunkis 
erniedrigung von 4 = 0,125°. 
II. 17,6 mg Substanz gaben in 2,090 g Eisessig: 4 = 0,075°. 
Ill. 16,0 mg - " », 2,090 g i A = 0,067". 
Cy.HN,O, Ber. 424 
Gef. 420, 438, 446 
Das Pyocyanin lést sich mit blauer Farbe wenig in kalten 
Wasser, ebenso nur wenig in Benzol, kaum in Ather und 
Petrolither. Leicht léslich ist es in warmem Wasser, in 
Chloroform, warmem Alkohol, in Nitrobenzol, Pyridin und 
Phenol. Getrocknet schmilzt es bei langsamen Erhitzen schar! 
bei 133°, scheinbar ohne sich zu zersetzen. Wird eine kleine 
Menge trocken im Reagenzglas erhitzt, so sublimieren in dem 
oberen Teil des Rohres gelbe Krystalle (Hemipyocyanin), wahrend 
etwas Kohle zuriickbleibt. — Uber die einzelnen Reaktionen 
des Pyocyanins s. 8. 5 u. 6. 


Hemipyocyanin. 


Der Kérper bildet sich beim trocknen Erhitzen des Pyo- 
cyanins, bei der Verseifung der gleich zu beschreibenden Acy!- 
derivate, sowie bei der Behandlung des Pyocyanins mit ver 
diinnter Lauge. Um ihn aus Pyocyanin darzustellen, wir 
dieses in Wasser gelést, dem so viel Natronlauge zugesetzt wird. 
daB der Gehalt etwa 2°/, ist. Nach 1tigigem Stehen ist di 
Lésung rot geworden; beim Schiitteln mit Chloroform wir 
dieses nicht mehr blau. Die alkalische Lésung wird nun nit 
Kssigsiure eben sauer gemacht und mehrmals mit Ather aus 
geschiittelt, bis sie farblos ist. Die atherische Lisung wil 
eingedampft, der gelbe Riickstand wird mit wenig Methy! 
alkohol gelést und mit Wasser versetzt. Es krystallisiere! 
feine gelbe Nidelchen, gelegentlich auch derbere Blattchen aus 
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Die Krystalle sind noch nicht ganz analysenrein, hinterlassen 


| heim Gliihen einen geringen Riickstand. 


2,873 mg Substanz gaben 7,60 mg CO, + 1,37 mg H,O. 


2,008 mg ‘ 5 0,215 cem N bei 19° und 757 mg Hg. 
C,sH,N.O (212,1) Ber. 73,55°/, © 5,71°/, H —-18,219/, N 
Gef. 72,14 5,34 12,47 


Molekulargewichtsbestimmung : 
I. 0,430 mg Substanz in 5,012 mg Campher gaben eine Schmelz- 
punktsdepression von 4 = 16,5°. 
II. 0,270 mg Substanz gaben in 4,510 mg Campher: 4 = 11,4°. 
C,,H,.N,O Ber. 212,1 
Gef. 208, 210 


Die Krystalle sintern bei etwa 146° und schmelzen bei 


~ 155° (unkorr.). Bei stirkerem Erhitzen sublimieren sie. Sie 
_lisen sich schwer in kaltem Wasser und in Petrolither, leichter 
3 


in warmem Wasser. In den meisten organischen Solventien 
sind sie sehr leicht léslich. Mit Alkali geben sie rote Liésungen, 


de durch iiberschiissige Kohlenséure entfirbt werden. Mit 
| Mineralsiuren bilden sich rote Salze. Durch Natriumhydro- 
sulfit wird die Verbindung unter Entfarbung reduziert, durch 
_Kaliumpermanganat oxydiert (s. 0.). Beim Behandeln mit 
Pyridin und Benzoylchlorid bzw. Essigsiureanhydrid entstehen 


die gleich zu beschreibenden Acylderivate. 


Monoacetyl-Hemipyocyanin. 
Es entsteht durch Acetylierung des Hemipyocyanins oder 


auch des Pyocyanins selbst. Das Pyocyanin wird unter Kis- 


kiihlung mit einem Gemisch von 2 Teilen Essigsiureanhydric 
ind 3 Teilen Pyridin iibergossen. Es tritt rasch Lésung ein. 


Nach kurzer Zeit ist die Fliissigkeit nur noch wenig griinlich- 
gelb gefirbt. Zur Vervollstindigung der Reaktion bleibt das 


Gemisch 15 Stunden im Hisschrank stehen. Durch Zugabe 
von Wasser kann das Acetylprodukt nicht abgeschieden werden; 


leshalb wird die Flissigkeit im Vakuumexsiccator tiber Schwefel- 


‘iure und Kalihydrat zur Trockne gebracht. Der krystallinische 
Riickstand kann mit wenig kaltem Wasser von Verunreinigungen 


Hefreit werden, das iibrige wird in etwas Methylalkohol gelist 
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und filtriert. Auf Zusatz von Wasser krystallisiert das Acetyl. 
produkt in feinen, griingelben Nadeln aus. Dieselben ent. 
halten an der Luft getrocknet noch 2 Molekiile Krystallwassey, 
die sie im Vakuum iiber P,O, verlieren. 
2,956 mg Substanz gaben 0,370 mg Gewichtsverlust. 
4,395 mg ys » 0,543 mg ” 
C,,H,,N,0. + 2H,O (290,1) Ber. 12,41°/, H,O 
Gef. 12,52°/, 12,36°/, H,O 
2,757 mg (wasserfrei) Substanz gaben 7,190mg CO, + 1,265 mg H,() 
2,478 mg “ a ¥e 0.242 cem N_ bei 21° wai 
759 mm Hg. 
.H,,N,0, (254,1) Ber. 170,84°/, C ‘5, 


C 5 
Gef. 71,13 5,1 


_ 


59, H ~—-11,08°/, N 
4 11,3! 


Molekulargewichtsbestimmung: 
I. 0,206 ing (wasserfrei) Substanz gaben in 1,701 mg Campher eite 
Depression von 4 = 19°. 
II. 0,416 ing (wasserfrei) Substanz gaben in 3,232 mg Campher: 
A = 21,8°. 
C,,H,,N.O, Ber. 254,1 
Gef. 255, 242 
Die wasserfreien Krystalle schmelzen bei 120° (unkorr) 
Sie lésen sich in heiBem Wasser, sehr wenig in kaltem. | 
organischen Lésungsmitteln lésen sie sich leicht. Mit wiBrigeu 
Alkali oder auch mit methylalkoholischem Ammoniak entsteli 
in wenigen Minuten Rotfirbung (Hemipyocyaninbildung), 


Monobenzoyl-Hemipyocyanin. 


Der Kérper kann durch Benzoylieren des Hemipyocyanins 
oder des Pyocyanins gewonnen werden. Pyocyanin wird 
reinstem Pyridin gelést und unter Kihlung tropfenweise mi 
Benzoylchlorid versetzt. Auch hier erfolgt nach wenigen Minuten 
Farbumschlag nach Grin hin. Nach 12 Stunden wird Wasse: 
zugesetzt, worauf das Benzoylderivat auskrystallisiert. Ks wir 
am besten aus Pyridin durch Zugabe von Wasser umkrystallisiert 

4,095 mg Substanz gaben 11,350 mg CO, + 1,815 mg H,0. 

2,598 mg - , 0,201 eem N bei 21° und 760 mm He. 


1,739 mg - » 0,184 eem N bei 21° und 759 mm Hg. 
4,858 mg ¥ _, 0,877 cem N bei 21° und 757 mm He. 
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CyoH,,N2O, (316,1) Ber. 75,93°/, C 5,10°/, H 8,86°/, N 
Gef. 75,60 4,96 8,98 
8,93 
8,97 
Molekulargewichtsbestimmung : 
|. 41,3 mg Substanz gaben in 7,054 ¢ Benzol eine Depression von 
A = 0,101. 
Il. 0,330 mg Substanz gaben in 3,357 mg Campher: 4 = 12°. 
C,,H..N.O. Ber. 316,1 
Gef. 296, 328 
Die Verbindung bildet millimeterlange griine Nadeln, die 


_scharf bet 173° (unkorr.) schmelzen. Sie ist unléslich in Wasser, 
lislich in den meisten organischen Flissigkeiten. Durch Lauge 
erlolgt rasch Verseifung zum Hemipyocyanin. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 


wir fir die Uberlassung von Chemikalien und Apparaten, die 
_ouv Durchfiihrung der Arbeit nétig waren. Ebenso sind wir 
iiir Mittel der Rockefeller-Foundation dankbavr. 











Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces. 
Il], Mitteilung. 


Von 


A. Papendieck. 


Aus dem chemischen Laboratorium [Prof. Dr. Schumm] des Allgemeinen Krankenhause: 
Hamburg-Eppendorf. ) 


(Der Redaktion zugegangen am %, Juli 1924.) 


In einer fritheren Mitteilung') habe ich unter anderen 
iiber die Art des in den Faeces Gesunder ausgeschiedene 
Porphyrins berichtet. Ich war damals zu dem Schluf ge. 
kommen, daB das Porphyrin der Faeces kein einheitlicher 
K6érper sei, sondern aus einem Gemenge mindestens zweier 
verschiedener Porphyrine bzw. porphyrinartiger Farbstoffe be. 
stehe, von denen das eine die Eigenschaften von H. Fischers 
Kotporphyrin aufweist, wihrend das andere in seinen Kigen- 
schaften ganz erheblich von den bisher bekannten Porphyrines 
abweicht. Die schon rein iduferlich sofort in die Auge 
springende Eigentiimlichkeit dieses Porphyrins ist dessen im 
Vergleich zu den anderen natiirlichen Porphyrinen grote 
Chloroformléslichkeit, die es erméglicht, dieses Porphyrin voi 
anderen zu trennen. Dieses von mir in dem nach Snapper 


1) A. Papendieck, Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1923); vgl. auch 
Derselbe, Diese Zs. Bd. 133, 8. 97 (1924). 

3) Snapper hat niemals das nur in Roh-Salzsiureausziigen be 
obachtete Porphyrin mit einem der bekannten Porphyrine zu identifiziere! 
versucht, hat auch nicht den von mir aufgefundenen chloroformléslich 
Antei] aus dem Gemenge isoliert (wie Fischer in Oppenheimers Hand 
buch 8S. 352 angibt). 











Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces. 17 


_gewonnenen Porphyringemenge aufgefundene neue natiirliche 


Porphyrin wird von Fischer und Schneller’) mit dem von 
Kimmerer’) aus bluthaltigen Bakterienkulturen gewonnenen 


Porphyrin identifiziert und danach mit dem Namen ,,Kim- 
'merers Porphyrin“ belegt. Ich halte diese Benennung des 
chloroformléslichen Faecesporphyrins fiir nicht gerechtfertigt, 
‘sondern kann den Namen lediglich dem von Kimmerer in 
vitro dargestellten Farbstoff zuerkennen. 


Ich habe inzwischen, wie schon von O. Schumm) mit- 


‘ geteilt worden ist, einige spektroskopische Merkmale fest- 
' gestellt, die gestatten, dieses chloroformlésliche Porphyrin scharf 
yon den anderen natiirlichen Porphyrinen zu unterscheiden. 


Die auffalligste Eigentiimlichkeit des neuen Porphyrins 


ist, wie bereits erwahnt, seine Chloroformléslichkeit: Schiittelt 
'man die salzsaure Lésung des Farbstoffs mit Chloroform, so 
firbt sich dieses griinlich und zeigt bei der spektroskopischen 
} Beobachtung ein scharfes Porphyrin-Saurespektrum. Die Orts- 
 bestimmung der Streifen mit dem Gitterspektrometer ergibt: 


I. up 605, 
TT. up 561. 


Wenn man die Chloroformlésung zur Entfernung der 


Salzsiure mit Wasser wiischt, so erzielt man einen Farb- 
umschlag nach rotlich-braun und die Lisung zeigt ein 4streifiges 


; Absorptionsspektrum: I. etwa up 630, 


Il. ,, wu 576, 
TIT. ,, pp 5401/,, 
IV. ,, pw 507. 


Im iibrigen liegen die Absorptionsspektra bei Anwendung 


: der gebrauchlichen Lésungsmittel, 25°/, Salzsiure, "/,, Kali- 
lauge und Ather, bedeutend weiter rotwirts als beim Kot- 
porphyrin und Urinporphyrin (s. umstehende Tabelle). 


_ 





') H. Fischer u. K. Schneller, Diese Zs. Bd. 130, S. 302 (1928). 
*) H. Kimmerer, Klin. Wochenschr. 2, S. 1153 (1923). 
‘) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 136, ’S. 243 (1924). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 2 
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jl ap ~ 
| chloroformlésliches P , 
Lésungsmittel | Porphyrin Urinporphyrin | Kotporphyrin 
| (Papendieck) (Fischer) (Fischer) 
259/, HCl | I. 6031/, 596,7 593 
| III. 557/, 553,4 550 
"/,o°- KOH I. 638 611,38 617,5 
| IL 577 559,38 565,5 
| IIL 548 538,4 538,3 
IV. 508 501,8 503,3 
Ather I. 632 _ 623 
Ila.) 585 ~ 515 
IIb. 575%, _ 569 
Ill. 535 —_ 526 
| IV. 501 = 495 











Leider ist es mir aus Au8eren Griinden noch nicht méglich 
gewesen, geniigend Farbstoff zu erhalten, um solche Mengen 
des Methylesters darstellen zu kénnen, die ausreichen, auch 
dessen spektrometrische Werte festzulegen und die kiirzlich 
von O. Schumm?) zur Unterscheidung der Ester verschiedener 
Porphyrine empfohlene Chloroform-Salzsiureprobe und die 
Phenolprobe auszufihren. 

Wenn also einerseits deutliche Unterschiede vorhanden 
sind gegeniiber den bisher bekannten natiirlichen Porphyrinen, 
so besteht zweifellos eine Ahnlichkeit mit Kimmerers Por- 
phyrin (soweit dies aus der Fischerschen Beschreibung hervor- 
geht), ferner mit dem Ooporphyrin von Fischer und Kégl' 
und endlich mit den im hiesigen Laboratorium kiinstlich 
hergestellten Porphyrinen aus_,,sauerstoffgezehrtem“ Blut 
(Schumm)‘) und aus Schwefelwasserstoffblut®) sowie mit dem 
von QO. Schumm’) aus Fleisch erhaltenen Porphyrin. 

Ks wire nun einerseits nach dem_ spektroskopisch- 
chemischen Verhalten, andrerseits bei Beriicksichtigung der 





1) Doppelstreifen, 2 Maxima. 

*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 136, S. 243 (1924). 

8) H. Fischer u. F. Kégl, Diese Zs. Bd. 131, S. 241 (1928). 

*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 132, 8. 34 (1924). 

*) P. List, Diese Zs. Bd. 135, S. 95 (1924); vgl. auch A, Papen: 
dieck, Diese Zs. Bd. 134, 8. 158 (1924). 

6) 0. Schumm, Diese Zs. Bd. 133, S. 308 (1924). 
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' hiologischen Gesichtspunkte sehr wohl méglich, daB das chloro- 
' formliésliche Faecesporphyrin (Papendieck) identisch ist mit 
: Kimmerers Porphyrin, daB es seine Entstehung der Kin- 
‘ wirkung einer bestimmten Bakterienfiora auf den im Darm 
 hefindlichen Blutfarbstoff verdankt. Ebenso ist gewib die 
; Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, da das aus- 
_ geschiedene Kotporphyrin aus dem Muskelfarbstoff des in den 
» Darm gelangenden Fleisches der Nahrung stammt (H. Fischer).}) 
Gerade aber in bezug auf die Kotporphyringenese fehlen 
'bisher noch wirklich beweisende Feststellungen. Die AuBe- 
'rungen Fischers zu dieser Frage sind iiberdies durchaus 
'unklar und einander widersprechend. So schreiben Fischer 
und Schneller auf S. 254!): ,,Dieses (das Fleisch) enthilt in 
 betriichtlichen Mengen (Kopro)porphyrin, aber man findet es 
erst, wenn das Fleisch durch Fiaulnis abgebaut ist.“ Auf 
§,291 in der gleichen Abhandlung in der FuBnote ist dagegen 
; zu lesen: ,,Die sekundire Bildung des Koproporphyrins bei 
‘ der Faulnis ist in der Abhandlung in der Miinch. med. 
Wochenschr. Nr. 36 (1923) ganz klar ausgedriickt.« — Das 
'letztere diirfte meines Erachtens das Wahrscheinlichere sein: 
Fischer hat das Kotporphyrin gebildet durch Einwirken- 
_lassen der besonderen, den Darm bewohnenden Bakterien, 
_wihrend Schumm?) ohne Impfung, sondern bei ,,spontaner“ 


Faulnis durch ein von der Darmflora durchaus abweichend 


| msammengesetztes Bakteriengemisch ein anderes Porphyrin 
' gebildet hat. 


Nun bin ich bei der weiteren Bearbeitung der Frage des 


/tormalen Faecesporphyrins auf Erscheinungen gestoBen, die 
sich mit den Fischerschen Anschauungen durchaus nicht in 
'Einklang bringen lassen: 


Versuch 1 (Selbstversuch). a) Nach Genub von */, Pfund schwach 


; gebratenem Rindfleisch wurden 100 g Stuhl in der friiher beschriebenen 
q Weise verarbeitet. Der Salzsiureauszug (mit 25°/, HCl) zeigt zwei breite 
_ Absorptionsstreifen: I. nicht genau meBbar, 


Il. ganz angenihert auf uu 553. 
') H. Fischer u. K, Schneller, Diese Zs. Bd. 135, 8. 253 (1924), 
*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 133, S. 308 (1924). 


9* 
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Uber Ather wird der Farbstoff erneut in 25°/, HCl iiberfiihrt: Typisches 
Porphyrin-Saurespektrum: I. 593, 
Ill. 550. 


b) Am folgenden Tage wird ungefihr dieselbe Menge einer frische, 
Stuhlentleerung in der gleichen Weise verarbeitet. Salzsiureauszug (nit 
25°/, HCl) zeigt Porphyrin-Siurespektrum: 

I. nicht meBbar, 
III. 550. 


Uber Ather wiederum in 25°/, HCl: I. 593,5, 
IIT. 550,2. 

Es wurde also nach reichlichem Fleischgenuf 
(Zufuhr von Muskel- und Blutfarbstoff) nur oder doc} 
ganz tiberwiegend Kotporphyrin nachgewiesen. 

Versuch 2 (Selbstversuch): 4 Monate spiter. 


a) Stuhluntersuchung nach 5Stigiger fleisch- und blutfreier Er. 
nihrung. Salzsiiureauszug zeigt Porphyrin-Siurespektrum: 


I. 602, 
Ill. 553. 
b) Untersuchung am folgenden Tage. Spektrum der Salzsiiur. 
Lésung: I. nicht meBbar, 


III. etwa 550. 


c) Untersuchung weitere 3 Tage spiter (immer fleischfreie Nahrung). 
Spektrum der Salzsiure-Liésung: I. nicht meBbar, 


Il. 552. 
d) Untersuchung weitere 2 Tage spiiter. Spektrum der Salzsiure- 
Lésung: I. nicht meBbar, 
II. 552. 


e) Untersuchung am folgenden Tage (jetzt seit 12 T'agen kein & 


Fleisch!). Absoluter Porphyringehalt sehr gering. Spektrum der Salz 
siiure-Lésung: I. nicht meBbar, 
Til. etwa 550'/,. 


f) Untersuchung nach weiteren 9 Tagen (= 21 Tage fleischfrei. & 


Absoluter Gehalt an Porphyrin duBerst gering. Spektrum der Salzsiiure: 
Lésung: I. nicht meBbar, 
Ill. 554. 


In diesem Versuch zeigte sich bei 3 Woche 
dauernder absoluter Fleischkarenz ein allmahblicha— 
Abnehmen des Gesamtporphbyrins, und zwar vel 
schwand anfangs vorwiegend das chloroformléslich 
Porphyrin (Papendieck), zum Schlu8 war dieses fast 


Sinai. Cina 
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allein nachweisbar, mit nur geringer Kotporphyrin- 
_ beimengung. 


Versuch 3. Stuhluntersuchung bei fleisch- und blutreicher Er- 


‘ nibrung (anderer gesunder Erwachsener). Spektrum des Salzsiure- 


' auszuges: I. angedeutet, nicht meBbar, 

: III. 550. 

_ (tber Ather wieder in 25°/, Salzsiure: I. nicht meBbar, 
IIT. 550. 


Trotz reichlicher Fleisch- und Blutzufuhr war in 


diesem Versuch die absolute Porphyrinmenge der 
| Faeces nur gering. Es wurde ausschlieBlich Kotpor- 
_phyrin nachgewiesen (soweit man durch Bestimmung 
lediglich des Streifens III auf ein bestimmtes Porphyrin 
| schlieBen kann). 


Versuch 4. Untersuchung des Stuhls eines 2 Monate alten, ge- 


| sunden Siiuglings (A. P.) bei ausschlieBlicher Milchernihrung. Auszug 
| mit 12°/, Salzsiure zeigt Porphyrin-Siurespektrum: 


I. 602, 
III. 553%). 


Die Salzsiurelésung wird mit Chloroform ausgeschiittelt. Das 


| Chloroform zeigt schwaches Porphyrin-Siurespektrum: 


I. angedeutet, 
IIT, 562. 


Versuch 5. 30g Stuhl eines 6 Wochen alten, gesunden Siug- 


lings (B.) bei ausschlieBlicher Milchernihrung. Spektrum der 25°/, HCl- 
_ Losung: I. angedeutet, 


II. 556. 


Die Salzsiiurelésung wird mit Chloroform ausgeschiittelt. Spektrum 


| der Chloroformlisung: I. angedeutet, 


II. 5601/,. 
Versuch 6. 50g Stuhl’) (gemischt von verschiedenen Siuglingen 


bei fleisch- und gemiisefreier Erniihrung). Spektrum des Salzsiiure- 


} auszuges: I. 600, 
IIT. 556. 
Salzsiure wird mit Chloroform geschiittelt. Spektrum der; Chloro- 
' formlésung: I. 606, 
4 III. 560. 


‘ ') Das Material der Versuche 6—12 wurde mir in liebenswiirdiger 
p Weise von Herrn Prof. Dr. Kleinschmidt, Direktor der _hiesigen 
| Universitiits-Kinderklinik zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihm auch 
' an dieser Stelle bestens danke. 
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Die mit Chloroform erschépfte Salzsiiure zeigt nur sehr schwach; 
Porphyrin-Saiurespektrum: I. angedeutet, 
II. 551. 
Versuch 7. 80—100 g Stuhl (Gemisch wie bei Versuch 6), 
Spektrum der HCl-Lisung: I. 601, 


TI. 555. 
Salzsiiure mit Chloroform geschiittelt. Spektrum der Chlorofory. 
lésung: I. 608, 
Ill. 561, 


Versuch 8. 100g Stuhl (ebenso). 
Spektrum der HCl-Lésung: I. 600, 


III. 556. 
Versuch 9. 50g Stuhl (ebenso). 
Spektrum der HCl-Lésung: I. angedeutet, 
III. 555. 


Versuch 10. 80g Stuhl (ebenso). 
Spektrum der HCl-Lésung: I. 602, 


Versuch 11. 100g Stuhl (ebenso). 
Spektrum der HCl-Lésung: I. 603, 


Versuch 12. 120g Stuhl (ebenso). 

Spektrum der HCl-Liésung: I. 602, 
III. 555. 

Die Versuche 4—12 zeigen, daB das Auftreten de 
chloroformléslichen Porphyrins (Papendieck) offenbar 
nicht unbedingt an die Anwesenheit von Blutfarbstoti 
im Darm gebunden ist, wie andrerseits (s. Versuche 
1b und 3) auch bei Gegenwart von Blutfarbstoff im 
Darm dieses vermi8t werden kann. Es scheinen als 
noch andere Quellen sowohl des chloroformléslichen Porphyria: 
(Papendieck) als auch des Kotporphyrins vorhanden zu seit 
worauf ich schon in meiner friiheren Mitteilung hinwies 
Giinther’) spricht, wie ich ebenfalls schon friiher erwiahv' 
habe, von der Méglichkeit der Bildung von Porphyrinen ai 
Gallenfarbstoff. 

Jetzt habe ich Beobachtungen gemacht, die die Um 
wandlung von Bilirubin in Porphyrin zu beweisen scheine!, 


1) H. Giinther, Erg. d. allg. Path. u. path. Anat. d. Menschen u. é 
Tiere, Bd. 20, S. 652 (1922). 
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und zwar in Versuchen mit bestimmten, den Darm be- 


schiedenen Porphyrinen beobachtet: das eine zeigt (soweit fest- 
gestellt) die Kigenschaften des Kotporphyrins (H. Fischer), 
wihrend das andere sich verhilt wie das von mir in Faeces 
gefundene chloroformlésliche Porphyrin. 

Gelegentlich der spektroskopischen Untersuchung von 
pilirubinhaltigen') Bakterienkulturen (die mir ebenfalls Herr 


- Prof. Dr. Kleinschmidt fir diese Untersuchung in dankens- 
| werter Weise zur Verfiigung stellte) beobachtete ich bei einigen 
| Réhrchen in dem alkoholischen Auszug einen schwachen Streifen 
' im Griin in der Gegend von wu 535—545, der auf Zusatz von 
| Salzsiiure verschwand. Dafir trat dann deutlich ein Porphyrin- 
Siurespektrum auf. 


J. Es wurde eine atherische Lésung des Farbstoffs er- 


halten, die ein scharfes, 4streifiges Spektrum zeigte: 


L 623.3, 
II. 568,7, 
IIT. 526,8, 
IV. 495,5. 
Beim Schiitteln der Atherlésung mit 25 °/, HCl geht der 


gesamte Farbstoff in diese tiber. Spektrum der HCl-Lésung: 


L 593.5, 
IIL. 550. 
Die Zahlen sowohl der itherischen als auch der salz- 


| sauren Lésung stimmen fiir Kotporphyrin. 


Il. Ks wurde eine therische Lésung erhalten, die eben- 


: falls ein 4streifiges Spektrum zeigte, aber mit abweichender 
: Lage: I. 632, 


IL. 582, 
LIL 539, 
IV. 503. 


Spektrum der Lésung in 25°/, Salzsiure: 


L 603, 
IIL. 557. 


1) Bilirubin von Merck und Schuchardt. 
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Die Zahlen stimmen befriedigend iiberein mit den oy — 
sprechenden des chloroformléslichen Faecesporphyrins (Papen. 
dieck). Selbstverstindlich ist die Zahl der Beobachtungen noch — 
nicht groB genug, um endgiiltige Schliisse zuzulassen. Jj 
Untersuchungen werden daher weitergefiihrt. 

Ks erscheint danach méglich, daB auch im Darm aus dey § 
Bilirubin der Galle Porphyrin entstehen kann, jedenfal —& 
scheinen mir die oben beschriebenen positiven Porphyrin. & 
befunde im Sauglingskot sich auf diese Weise deuten 1 § 
lassen. DaB die Stuhluntersuchungen verschiedener Autorer, 
ja Untersuchungen der Faeces derselben Person zu_ verschie. 
denen Zeiten oftmals stark voneinander abweichende Ergebniss 
zeitigen, scheint mir wenigstens mitbedingt zu sein durch eine 
vielleicht nur quantitativ andere Zusammensetzung de 
Bakterienflora des Darms bei den einzelnen Fillen. 

Nach all dem glaube ich, daB man sich, bevor nicht viel 
reichlicheres Beobachtungsmaterial vorliegt, bei der Aufstellung & 
von Theorien iiber Herkunft der Porphyrine im allgemeinen, § 
deren biologische Umwandlungsméglichkeiten ineinander unl § 
deren Stellung zu anderen tierischen Farbstoffen noch di 
gréBte Zuriickhaltung auferlegen sollte. 











Zur Methodik 
der Milchsdurebestimmung in tierischen Organen. 
Von 
Herbert Hirsch-Kauffmann. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Bedaktion zugegangen am 18. Juli 1924.) 


Die Untersuchungen iiber den Chemismus der Muskel- 
titigkeit haben sich seit der klassischen Arbeit von Fletcher 


: und Hopkins?) iiber die Bildung von Milchséure wahrend der 


Arbeit und ihr Verschwinden wihrend der Erholung des 
Muskels und seit der Entdeckung des Lactacidogens durch 
Embden und seine Mitarbeiter hauptsaichlich mit dem Ver- 
halten der zwei Siuren, die allem Anschein nach bei der Muskel- 
arbeit eine beherrschende Rolle spielen, namlich der Milch- 
siure und der Phosphorsiiure, beschiftigt. 

Kin Teil der Forscher hat hierbei das Hauptgewicht auf 
das Verhalten der Milchsiiure, ein anderer auf das der Phos- 
phorsiure gelegt. Bei den Arbeiten des hiesigen Instituts hat 
sich innerhalb der letzten Jahre mehr und mehr das Bediirfnis 
herausgebildet, das Auftreten und das Verschwinden beider 
Siuren an ein- und demselben Muskelmaterial wahrend der 
verschiedenen Phasen der Muskeltitigkeit quantitativ zu ver- 
folgen. Diese Aufgabe ist fiir die Phosphorsiure, deren gra- 
vimetrische Bestimmung als Strychnin-Phosphormolybdat einen 
ungewohnlich hohen Grad von Genauigkeit besitzt und dabei 
nur wenig Materiel erfordert, wohl in befriedigender Weise gelést. 


') Fletcher u. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 35, S. 247 (1907). 
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Auch die Milchséurebestimmung laBt sich, wenn man nach j 
dem von Firth und Charnass?) angegebenen Prinzip in de 
von Embden?”) ausgearbeiteten Form vorgeht, beim Vor. 
handensein gréBerer Milchsiuremengen mit einer fiir manche 
physiologischen Zwecke ausreichenden Genauigkeit durchfihrep, 
Doch ist das Verfahren namentlich durch die Notwendigkeit 
der Extraktion der Milchsiiure mit Ather sehr zeitraubend und 
daher fiir die oft notwendigen Massenanalysen ungeeignet, 
Auch die Extraktion der Milchsiure mit Amylalkohol nach 
dem Vorgange Ohlssons‘) bringt keine oder wenigstens keine 
ausreichende Vereinfachung und Verkiirzung des Arbeitsganges, 

Angesichts der Notwendigkeit, Milchsiiure und Phosphor. 
siiure in einem und demselben Material zu bestimmen, war es 
von vornherein dringend erwiinscht, die Extraktion der Muskeln 
‘in einer Weise vorzunehmen, die die Bestimmung der Milcb- 
siure und Phosphorsiure an dem gleichen Extrakt auszufihren 
gestattet. Da die im Muskel vorhandenen phosphorsauren 
Salze in Alkohol nicht geniigend ldéslich sind, kum das yon 
Fletcher und Hopkins entwickelte und spiterhin von ver- 
schiedenen Autoren, namentlich von Meyerhof*) angewandte 
Verfahren der Extraktion mit Alkohol von vornherein nicht in 
Betracht, wohl aber die Fallung der Muskulatur mit Salzsiiure 
und Quecksilberchlorid nach dem Prinzip von Schenck, die 
im hiesigen Institute seit vielen Jahren sowohl fiir die Vor- 
bereitung der Milchsiurebestimmung wie fir diejenige der 
Phosphorsiiurebestimmung angewandt wird. DaB sie in ge- 
eigneter Anwendungsform «auch fiir so schwierige Aufgaben wie 
die Bestimmung der Milchsiure im ruhenden Muskel dem 
Alkoholextraktionsverfuhren mindestens ebenbiirtig ist, geht 
namentlich aus schon langere Zeit zuriickliegenden, im hiesigen 
Institut vorgenommenen Untersuchungen Luaquers®) hervor. 





1) y. Fiirth u. Charnass, Biochem. Zs. Bd. 26, S. 199 (1910). 

*) Embden, Abderh. Handbuch d. bioch. Arbeitsmethod. Bd. V, |; 
S. 1256 (1912). 

8) Ohlsson, Skand. Arch. Physiol. Bd. 33, S. 231 (1916). 

‘) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 232 (1920). 

5) Laquer, Diese Zs. Bd. 93, S. 60 (1914). 














Zur Methodik der Milchsiurebestimmung in tierischen Organen. 27 


Das nach der Entquecksilberung mit Schwefelwasserstoff 
und Beseitigung des letzteren durch einen Luftstrom gewonnene 
,Schenckfiltrat“ enthalt stets Kohlehydrate und zwar auch bei 
Verarbeitung von Muskeln, denen wihrend des vorhergehenden 
Versuches keinerlei Kohlehydrate zugesetzt wurden, in einer 
solchen Menge, daB ihre Beseitigung unbedingt notwendig ist. 
Unterbleibt sie, so wird, wie im hiesigen Institut von Laquer’) 
_ gefunden wurde, und wie im Laufe der vorliegenden Arbeit 
' erneut dargetun wird, die Bestimmung fehlerhaft. Ob unter 
gewissen Umstiinden bei Verwendung des Alkoholextraktions- 
verfuhrens die Beseitigung von vielleicht nur in Spuren vor- 
hundenen Kohlehydraten unndtig ist, wie Meyerhof?) meint, 
_ kann hier nicht entschieden werden. Bei Benutzung des 
- Schenckschen Verfuhrens ist uber die Trennung der 
_ Milchsiure von den Kohlehydraten eine zwingende Not- 
 wendigkeit. 

Kine kurze Bemerkung in einer Veréffentlichung Clausens’*) 
| legte den Gedanken nahe, diese Trennung in anderer Weise 
als durch Extraktion der Milchsiiure mit Ather oder dergleichen 
zu bewerkstelligen. Clausen macht naimlich in einer Arbeit, 
die sich mit der Bestimmung der Milchsiure beschiftigt, die 
Bemerkung, da die die Milchsiurebestimmung hauptsichlich 
stérende Substanz, die von der zu bestimmenden Saure durch 
Atherextraktion abgetrennt werden kénne, die Glucose sei und 
weist darauf hin, da8 voraussichtlich jede Methode, die die Glu- 
cose zu entfernen gestattet, befriedigende Ergebnisse liefern wiirde. 
Er erinnert hierbei an die von van Slyke‘) gelegentlich der 
Bestimmung der Acetonkérper im Harn angewandte Ausfillung 
_ des Harnzuckers mit Kupfersulfat und Calciumhydroxyd, eine 
_ Methode, die auf fritheren Feststellungen Salkowskis‘) beruht. 
_ Clausen gibt auch das Ergebnis einer Milchsdurebestimmung 
im Blute an, wobei er das Atherextraktionsverfuhren mit der 





') Laquer, Diese Zs. Bd. 116, S. 169 (1921). 

*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 
3) Clausen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, S. 276 (1922). 
‘) van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 32, S. 464 (1917) 
*) Salkowski, Diese Zs. Bd. 3, S. 79 (1879). 
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Kupferkalkfallung verglich und befriedigende Ubereinstimmung 
beider Methoden feststellte. | 

Schon im Mirz des Jahres 1923 habe ich auf Veranlassung 
von Professor Embden versucht, nach dem in der Arbeit yop 
Clausen nahegelegten Prinzip Milchsiurebestimmungen in der 
Muskulatur und im PreBsaft aus Muskeln vorzunehmen. Die 
Ergebnisse dieser Versuche waren von vornherein sehr be. 
friedigende, so daB die Methode schon im Sommer 1923 ver. 
schiedenen, in anderen Instituten titigen Forschern zur Ver. 
figung gestellt werden konnte, die sie, soweit ich unterrichtet 
bin, mit Erfolg anwandten. 

Unabhangig von der vorliegenden Untersuchung haben 
Anrep und Cannon!) das Prinzip der im folgenden zu schil- 
dernden Methode — ebenfalls angeregt durch Clausen — in 
einer seitdem erschienenen Arbeit auf das Blut angewandt, 
Die nachfolgende Arbeit liefert daher zum Teil nur eine Be. 
stitigung der Ergebnisse Anreps und Cannons.  Freilich 
war es notwendig, falls die Methodik fiir die Muskulatuwr 
brauchbar sein sollte, nicht nur die Glucose, sondern auch alle 
anderen im Muskel vorhandenen und in das Schenck-Filtrat 
iibergehenden und die Milchsaéurebestimmung stérenden Kobhle- 
hydrate zu beseitigen. Zu diesen Kohlehydraten gehért aufer 
etwa vorhandenem Traubenzucker und_ polysaccharidartigen 
Zwischenprodukten zwischen Traubenzucker und Glykogen das 
Lactacidogen, das oft reichlich vorhanden ist und in seiner 
ganzen Menge in das Schenck- Filtrat iibergeht. Auch mit der 
Anwesenheit geringer Mengen Glykogen im Schenck- 
Filtrat muB gerechnet werden, wenngleich ein Teil des Muskel- 
glykogens bei der Fallung nach Schenck im EiweiBniederschlag 
verbleibt und die in das Schenck- Filtrat iibergehenden Anteile 
meist sehr weitgehend an den Sulfidniederschlag adsorbiert und 
auch bei langerem Waschen nicht wieder eluiert werden. 

Die Entwicklung der muskelphysiologischen Untersuchungen 
des Instituts fiihrte, wahrend ich noch mit der Ausarbeitung 
der Methode beschiftigt war, immer mehr zu dem Bediirfnis, 


') Anrep u. Cannon, Jl. of Physicl. Bd. 58, S. 244 (1923). 
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sehr geringe Milchsiuremengen mit médglichst groBer Genauig- 


| keit zu bestimmen und ich habe mich, wie ich glaube mit 
a Erfolg, bemiiht, die Methode derartig durchzufiihren, daB noch 
a Mengen von 3—4 mg Milchsdéure mit groBer Genauigkeit be- 
 stimmt werden kénnen, noch geringere mit einem fiir manche 


Zwecke jedenfalls ausreichenden Genauigkeitsgrade. 


Im ersten Abschnitt der folgenden Untersuchung werden 
die giinstigsten Bedingungen fir die Uberfiihrung kleiner Milch- 
siuremengen in Acetaldehyd festgestellt. Der zweite Abschnitt 
beschiftigt sich mit der Stérung der Milchsiurebestimmung 
durch Kohlehydrate und der Beseitigung dieser Kohlehydrate 


j durch die Kupferkalkfillung. In einem dritten Abschnitt wird 
untersucht, ob bei Anwendung der EntweiBungsmethode nach 
| Schenck Milchsdure in Verlust gerit und im Anschlu8 daran 
| die GréBe des Gesamtfehlers der Milchsiiurebestimmung im 
' Muskel und im Blute nach dem unten geschilderten Verfahren 
| festgestellt. Zum Schlu8 wird die Methode zusammenfassend 
_ beschrieben. 


I. Die Bestimmung kleiner Milchsiuremengen durch 
Uberfiihrung in Acetaldehyd. 


Im Abderhaldenschen Handbuch der biochemischen Ar- 


_ beitsmethoden und in einer Reihe weiterer schon vor langerer 
_ Zeit aus dem hiesigen Institut verdéffentlichten Arbeiten!) sind 
| Angaben iiber die Technik der Bestimmung der Milchsiure 
| als Acetaldehyd gemacht worden, auf denen auch die Unter- 
 suchungen von Parnas?) sowie von Meyerhof fuBen. Die 
| Ubertragung der damals angewandten Methodik auf geringe 
: Milchsiiuremengen (von 3—4 mg) fihrte zuniichst zu einer 
: wesentlichen Verringerung der Genauigkeit. 


In sehr zahlreichen Versuchen habe ich mich bemiht, die 


’ giinstigsten Bedingungen fir die Bestimmung derartiger Milch- 


See 


’ Embden in Abderhaldens Handb. d. bioch. Arbeitsmethoden 


j Bd. V, 1, S 1256 (1912). Max Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 89, S. 39 
F (1914), 


*) Parnas, Zentralblatt f. Physiol. Bd. 30, S. 1 (1915). 
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siuremengen festzustellen. AuBer den bereits bekannten Fak. 
toren wie Konzentration der verwandten Permanganatlésung, 
Geschwindigkeit ihres Zutropfens, wurde vor allem noch ein 
weiterer Punkt beriicksichtigt, nimlich. das Volumen der 
Fliissigkeit, aus der die Milchsiiureiiberfiihrung erfolgt, d. h, 
also die Anfangskonzentration der Milchsiiure. Es ergab sich 
hierbei immer wieder, daB eine zu geringe Anfangskonzentration 
die Milchsiurebestimmung ungiinstig beeinfluBt. Wurden z. }, 
Mengen von etwa 1,8 mg Milchsiure aus 150 ccm Schwefel- 


siure von 0,5°/, in Acetaldehyd iiberfihrt, so erhielt ich auch, | 


nachdem ich in der Uhberfiihrungstechnik groBe Ubung?) er. 
worben hatte, nur selten geringere Fehler als 20°/,. Wurde 
die Oxydation der gleichen Milchsiiuremenge in méglichst 
gleicher Weise an einem Fliissigkeitsvolumen von 30 ccm vor- 
genommen, so verringerte sich der Fehler meist auf 9—11°), 
wofern n/250- oder n/500-Permanganatlésung angewandt wale 
Weitere Verminderung des Fliissigkeitsvolumens (auf 15 ccm) 
fihrte 6fters zu einer Verschlechterung des Ergebnisses, viel- 
leicht nur deswegen, weil es bei der von mir verwandten Ap- 
paratur schwierig war, eine stiirkere Einengung so kleiner 
Fliissigkeitsmengen wiihrend des Versuchs zu vermeiden. 
Verdoppelte ich die angewandte Milchsiiuremenge, s0 
wurden die Ergebnisse sehr viel befriedigendere. In 11 Ver- 
suchen, in denen ich die Bestimmung der Milchsiéure an einer 
reinen Zinklactatlésung vornahm, von der die jeweils ver- 
wendeten 4 ccm 3,645 mg Milchsiiure entsprachen, fand ich 


folgende, in Prozenten der angewandten Menge berechnete | 


Milchséurewerte: 98,8; 96,3; 93,9; 97,6; 97,0; 98,8; 92,7; 
93,9; 98,8; 98,2; 97,6. Im pertaaie inasis 11 Bestim- 
mungen, von denen 6 am gleichen Tage, die iibrigen 5 aber 
zu verschiedenen Zeiten ausgefiihrt wurden, fand ich 96,6°,, 





1) Der Ubungsfektor spielt anscheinend gerade bei der in Frage 
kommenden Methodik eine besonders groBe Rolle. Ich méchte auf Grund 
dieser Erfahrung davor warnen, Milchsiurebestimmungen an Organen 
und dergleichen vorzunehmen, ehe man sich in einer groBen Reihe vou 
Oxydationsversuchen unter Benutzung verschiedener Milchsiiuremengen 
davon iiberzeugt hat, dab man die Technik ausreichend beherrscht. 

Embden. 
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der wirklich vorhandenen Milchsiiuremenge, wobei dem mitt- 
leren Fehler von 3,4°/, ein maximaler von 6,1°/, und ein 
minimaler von 1,2°/, entsprach. In den simtlichen 11 Ver- 
suchen erfolgte die Oxydation in 30 ccm Schwefelsiure von 
0,5°/), in der jeder Siedeverzug durch Talkum vermieden wurde. 
Die Konzentration der Permanguanatlésung war iiberall n/500; 
eine weitere Verringerung des Permanganats hat sich mir 
ebensowenig wie Meyerhof!) bewahrt. Von der Permangunat- 
lisung flossen 48 bis héchstens 60 Tropfen in der Minute in 
die Fliissigkeit ein. 

Die gefundene Abhingigkeit des Gelingens der Bestimmung 
yon der Milchsiiurekonzentration in der zu oxydierenden 
flissigkeit diirfte sich vielleicht in der Art erkliiren, daB die 
Verluste an Acetaldehyd durch weitere Oxydation desselben 
dntreten. Die Gefahr dieser weiteren Oxydation wird dabei 
wit dem Absinken der Konzentration der leicht oxydablen 
Milchsiure gréBer. Zudem bleibt bei Verwendung einer gré- 
feren Fliissigkeitsmenge eine gréBere Aldehydmenge voriiber- 
zhend in der siedenden Fliissigkeit gelést und damit dem 


™ Angriff des Permanganats ausgesetzt. 


Die Titration erfolgte mit n/100-Jodlésung. Die Bisulfit- 
lisung wurde friihestens einen Tag nach ihrer Herstellung ver- 
wendet (es wurden 20 ccm etwa n/50-Bisulfitlésung vorgelegt). 
lie Auflésung und Aufbewahrung des Bisulfits nach den Vor- 
chriften von Meyerhof?) kann ich empfehlen, wenngleich ich 
tie von ihm beobachteten plétzlichen Titerschwankungen auch 
‘oust niemals fand, wenn ich die Verwendung erst am gleichen 
lage hergestellter Lisungen vermied. Ich unterlasse es, 
witere Einzelheiten der Uberfihrungstechnik zu schildern, 
“ndern weise auf friihere Arbeiten aus dem hiesigen Institute 
in‘), fiir die Bestimmung kleinerer Milchsiuremengen nament- 
ich auf eine Arbeit Laquers.*) 


nS 

‘) Meyerhof, Pfliigers Arch, Bd. 182, S. 236 (1920). 

*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 

*) Embden, Abderh. Handb. d. bioch. Arbeitsmethod., s. a. a. O. 
Max Oppenheimer, s. a. a. O. 

*) Laquer, Diese Zs. Bd. 116, S. 169 (1921). 
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II. Storung der Milchsdiurebestimmung durch Kohlehydrate 
und ihre Beseitigung durch die Kupfer—Kalkfallung. 


DaB Zucker bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat 
in schwefeisaurer Lésung bisulfitbindende fliichtige Substanzey 
liefern, war bekannt. Das gleiche Verhalten muB auch Gly. 
kogen zeigen, da es bei der schwefelsauren Reaktion rasch 
verzuckert wird. Fir das Lactacidogen war ein ‘hnliches 
Verhalten von vornherein wahrscheinlich. In einer Reihe von Ver. 
_ suchen, in denen Lactacidogen—(Hexosediphosphorsaure)lésungen 
von etwa 0,44°/, dem Oxydationsverfahren mit Permanganat 
unterworfen wurden, konnte in der Tat festgestellt werden, daf 
nicht nur der Permanganatverbrauch des Lactacidogens ein 
betraichtlicher ist, sondern daB es auch erhebliche Mengen 
fliichtiger, bisulfitbindender Substanzen entstehen lift. Bei 
Verwendung von 5ccm der eben erwihnten Liésung wurde 
eine 1,0—1,25 ccm n/100-Jodlésung entsprechende Bisulfit- 
menge gebunden. 

Simtliche in Frage kommenden Kohlehydrate des Muskels 
lassen sich nun in der Tat vollstindig durch das Kupfer—Kalk. 
Verfahren ausfaillen. Wird zu einer ein oder mehrere dieser 
Kohlehydrate enthaltenden Lisung Kupfersulfat in ausreichender 
Menge und alsdann Kalkmilch bis zu stark alkalischer Reaktion 
hinzugefigt und nach 1/,stiindigem Stehen unter dfterem 
Schiitteln filtriert, so ist, wie das nach den Angaben Salkowskis 
und van Slykes zu erwarten war, aus einer Traubenzucker- 
lésung der Traubenzucker vollstindig entfernt, so daB in dem 
Filtrat keine Spur von Reduktion Fehlingscher Lésung eit- 
tritt und die Reaktion mit konzentrierter Schwefelsiure und 
a-Naphthol nach Molisch negativ ausfallt. Das letztere ist 
auch bei Verwendung von Glykogen- und Lactacidogenlésungen 
der Fall. Derartig vorbehandelte Lésungen verbrauchen, mt 
Schwefelsiure bis zu einem Gehalt von 0,5°/, angesiuert, bis 
zum Auftreten einer bleibenden Farbung nicht mehr Per 
manganat als reines Wasser und liefern dabei keine Spu 
bisulfitbindender fliichtiger Substanzen. Die technische Aus 
fiihrung der Kupfer—Kalkfillung wird weiter unten geschildert 
werden. 
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In einer gréSeren Anzahl von Versuchen nahm ich die 


| Kupfer—Kalkfallung an Milchsiiurelésungen von bekanntem 


Gehalt vor, denen ich zum Teil 0,25—0,5°/, Traubenzucker 
oder 0,5°/, Glykogen oder gleichzeitig 0,25—0,5°/, Trauben- 


-meker und 0,5°/, Glykogen zugesetzt hatte. Im folgenden 
' werden einige Versuche wiedergegeben, die ich zu einer Zeit 
| ausfiihrte, zu der ich die Technik der Milchsiurebestimmung 
/ ausreichend beherrschte. 


Die Versuche wurden in der Art vorgenommen, dab genau 


~§cem einer Lisung mit einem Gehalt von 7,29 mg Milchsiure 
'nach Hinzufiigen der eben angegebenen Traubenzucker- oder 


Glykogenmenge mit 4 ccm 10°/,iger Kupfersulfatlésung und 
nach dem Umschwenken mit 10 ccm einer in bestimmter 
Konzentration hergestellten Kalkmilch versetzt wurden. Die 
Fliissigkeit wurde in dem Mefkolben von 50 ccm, in dem die 
Verarbeitung erfolgte, bis zur Marke mit Wasser aufgefillt, 


}in ein trockenes Koélbchen umgegossen und wiederholt griind- 


lich geschiittelt. Von dem nach ?/,stiindigem Stehen ge- 
wonnenen klaren Filtrate wurden genau 25 ccm in den Uber- 
fihrungskolben pipettiert, mit Schwefelsiiure unter Verwendung 


von Lackmuspapier neutralisiert und dann noch mit 25°/iger 


Schwefelsiure bis zu einem Schwefelsiuregehalt von 0,5°/, 
versetzt. An dieser Fliissigkeit, deren Milchsiiuregehalt, wenn 
keine Milchsiure bei der Fiillung verloren war, 3,645 mg 
Milchsiure entsprechen muBte, wurde die Milchsiiurebestimmung 


vorgenommen. Unter Zugrundelegung des eben genannten 


Milchsiiturewertes erhielt ich in 6 Versuchen ohne Kohlehydrat- 
wusatz folgende in Prozenten der vorhandenen Milchsiure be- 
rechneten Werte: 96,3; 94,5; 94,5; 100,0; 95,1; 94,5; im 
Durchschnitt 95,8°/, gegen 96,6°/, in den oben geschilderten 
11 Yersuchen. In weiteren 6 Versuchen unter Zusatz von 
Traubenzucker (0,25°/, oder 0,5°/,) wurden nach Kupfer—Kalk- 


fillung folgende Prozentzahlen fiir Milchsiure gewonnen: 


4.5; 97,6; 97,0; 88,9; 96,3; 96,3. Der Wert von 88,9 ist 
wohl sicher durch einen Analysenfehler bedingt. Beriick- 
‘chtigt man ihn trotzdem mit, so wurden im Durchschnitt 


95,1°/, der vorhandenen Milchsiure wiedergefunden, wird er 


» 
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ausgeschaltet, 96,3°/,. Auch hier ist also die Ubereinstimmun: 
mit den an reinen Milchsiurelésungen erhaltenen Resultatey 
eine sehr befriedigende, Sechs entsprechend angestellte Ve. 
suche unter Zusatz von 0,5°/, Glykogen lieferten 97,0; 94). 
97,0; 92,6; 95,1; 95,1°/, der theoretischen Ausbeute, im 
Durchschnitt 95,2°/,. SchlieBlich wurden 6 Versuche unte 
gleichzeitigem Zusatz von ‘Traubenzucker und Glykogen, wobe; 
der Glykogengehalt stets 0,5°/,, der Traubenzuckergehalt tei 
 0,25°/,, teils 0,5°/, betrug, ausgefiihrt. Das Ergebnis wa 
folgendes: 98,8; 95,1; 96,3; 93,9; 95,1 und 988°, in 
Durchschnitt 96,3°/, der berechneten Milchsiuremenge. Ic) 
bemerke ausdriicklich, daB nur jene Versuche wiedergegeber 
sind, die ich nach Erlangung ausreichender Ubung ausfihrte 
diese aber vollzihlig. Als ihr Gesamtergebnis darf bezeichnet 
werden, daB die Verwendung der Kupfer—Kalkfallung zu keine 
merklichen VergréBerung des durch die Uberfithrungsmethod: 
an sich gegebenen Bestimmungsfehlers fiihrt. Die Kupfer- 
Kalkfallung beseitigt einerseits simtliche stérende Kohlehydrate, 
Traubenzucker, Glykogen, Lactacidogen und nach dem neg: 
tiven Ausfall der Molischschen Reaktion auch andere etwa 
vorhandene, und sie fithrt dabei andererseits zu keinen Milch- 
siiureverlusten. 

In emer gréSeren Anzahl von Versuchen habe ich den 
Milchsiuregehalt von Froschmuskeln unmittelbar am Schenck- 
Filtrat (nach Kupfer—Kalkfallung) und in der bisher iiblichen 
Weise an den Atherextrakten des Schenck-Filtrates bestimmt. 
Die Ergebnisse zeigten befriedigende Ubereinstimmung, wobei 
bald die Bestimmung im Atherextrakt, bald jene im Schenck- 
Filtrat héhere Werte lieferte. Die Doppelbestimmungen naci 
beiden Methoden lieferten mehrfach sich iiberkreuzende Werte. 
Ich will von einer genauen Wiedergabe dieser Versuche al: 
sehen, weil ich sie zu einer Zeit vornahm, zu der ich di 
Permanganatmethode méglicherweise noch nicht vollkommet 
beherrschte. Nur sei erwihnt, daB in fiinf von den zuletzt 
ausgefiihrten 6 Versuchen die nach der Kupfer—Kalkfallung 
gewonnenen Werte héher waren. Die am Atherextrakt er 
haltenen betrugen 91,9; 89,6; 94,4; 95,3 und 95,99/, der be 
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| der Kupfer—Kalkfallung gefundenen Werte. In dem einen 


Falle, in dem die Kupfer—Kalkfallung ein niedrigeres Resultat 


 ergab, betrug dieses 94,1°/, des am Atherextrakt gewonnenen. 
' Die Tatsache, daB die Kupfer—Kalkwerte in den spiteren 
' Versuchen immer etwas hdher lagen, erklart sich vielleicht 
durch die groBe Schwierigkeit wirklich quantitativer Extraktion 
der Milchsiiure mit Ather. 


Schon eingangs wies ich darauf hin, dab bei Verwendung 


des Schenck-Filtrates aus Muskulatur ohne Kohlehydratzusatz 
' die Nichtbeseitigung der Kohlehydrate zu schweren Bestimmungs- 
| fehlern fithren kann. 

















Tabelle 1. 
1 | 2 | 3 |} 4 | 5 
Milchsiuregehalt in Pro- 
a zent der Muskulatur | @eliait on 
des {1 Beidirek-| 2. Nach | Milchsiure 
es rs ‘ Bemerkungen 
viii ter Uber- voran- von 1 in 
fihrung des/| gegangener | °/ yon 2 
Datum | S¢henek- Kupfer-Kalk- 
Filtrates | fiillung 
| = y Se ——— — amen —— — 
| Prot. 22 0,1613 0,1306 124 Titrationsunterschied 
27. V1. 23. 0,4 cem n/50-Jod 
S. 3¢ 
| Prot. 24 0,1395 0,1039 134 Titrationsunterschied 
a 29. VI. 23. 0,7 cem n/50-Jod 
3 
| Prot. 24 0,1461 0,0974 150 Titrationsunterschied 
5 29. VI. 23. 0,9 eem n/50-Jod 
f 4 
| Prot. 25 0.1951 0,1744 112 Titrationsunterschied 
3. VIL. 28. 0,7 cem n/50-Jod 
H) 
Prot. 25 0,2148 0,1908 113 Titrationsunterschied 
3. VIL. 28. 0,8 ecem n/50-Jod 











Das Ergebnis von fiinf Versuchen, in denen die Oxydation 
mt Permanganat teils unmittelbar im Schenck-Filtrat teils 


tach vorangegangener Kupfer—Kalkfallung vorgenommen wurde, 


3% 
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ist in Tab. 1 wiedergegeben. Reihe 2 gibt die Resultate ohy, 
Kupfer—Kalkfallung, Reihe 3 jene nach Kupfer—Kalkfillung 
wieder. Aus Reihe 4 ersieht man, daf die Milchsiiurewert: 
bei direkter Uberfithrung des Schenck-Filtrates um 12—50°, 
héher waren als die nach Kupfer—Kalkfillung gewonnenep, 
Da nach den soeben besprochenen Ergebnissen die Kupfer- 
Kalkfillung zu keinen erkennbaren Verlusten fihrt, sind frag. 
los die bei direkter Uberfithrung gewonnenen Resultate zu hoch, 
und zwar zum Teil (siehe Versuch 3) in einem Mage, daB dic 
' direkte Uberfiihrung am Schenck-Filtrat nicht als brauch- 
bare Methode angesehen werden kann. 


III. Treten durch die Fallung nach Schenck 
Milchsaureverluste ein? 


Schon vor langerer Zeit hat Mondschein?) behauptet, 
daB ein wesentlicher Teil der Milchsiure bei ihrer Extraktion 
aus Organen ans HiweiB gebunden bleibt und dadurch der 
Bestimmung entgeht. Er verwandte bei seinen Versuchen 
Extraktion mit heiBem Wasser, wobei natiirlich das Eiweii 
koaguliert wurde. In einer im hiesigen Institut schon vor 
langerer Zeit ausgefiihrten Untersuchung konnte demgegeniiber 
Max Oppenheimer?) zeigen, da8 bei EnteiweiBung nach 
Schenck in Betracht kommende Milchsiureverluste nicht 
auftreten. Angesichts der Wichtigkeit der vorliegenden Frag: 
fiir die Milchsiurebestimmung in Organen und im Blute habe 
ich sie einer erneuten Priifung unterzogen. Die Versuche 
wurden zum Teil an Froschmuskeln, zum Teil an Rinderblut 
ausgefiihrt. Die Bestimmung im Muskel wurde derart vor- 
genommen, da eine griéBere Anzahl von Froschmuskeln rasch 
prapariert und in fliissige Luft geworfen wurde. Die Muskeln 
des linken und des rechten Schenkels wurden hierbei von 
vornherein getrennt verarbeitet. Wenn in jedem der beiden 
Dewar-GefaBe sich etwa 10 ¢ Muskulatur befanden, wurde 
diese in der Reibschale mit einem Porzellanpistill in fliissiger 


') Mondschein, Biochem. Zs. Bd. 42, 8. 105 (1912). 
*) Max Oppenheimer, a. a. O. 
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' lait zerstoBen und im gefrorenen Zustande in ein GefaiB 
: gefillt, das mit 20 ccm einer Flissigkeit beschickt war, die 
] immer zum gréBeren Teile aus 4°/,iger mit Kochsalz gesattigter 
| Salzsiure, zum kleineren entweder aus Wasser oder aus einer 
: wibrigen Lésung von Zinklactat bestand. Die mit Schliff- 
| deckel verschlossenen GefiBe waren vorher analytisch gewogen. 
‘ Unmittelbar vor dem Einbringen der Muskulatur wurde die 
' Flissigkeit durch Eintropfenlassen von etwas fliissiger Luft 
| stark gekiihlt. Nach dem Zusatz der Muskulatur wurde dafir 
gesorgt, daB jedes Muskelteilchen griindlich mit der Salzsaiure 
'in Berthrung kam. Wenn die GefiBe die Temperatur des 
| Wigeraumes angenommen hatten, wurden sie wieder analytisch 
' gewogen und so die verwandte Muskelmenge bestimmt. Die 
| Fillung nach Schenck wurde alsdann durch Zusatz von 
20cem 5°/,igem Quecksilberchlorid vollendet. Unter wieder- 
' holtem Umschiitteln blieben die GefaBe bis zum nichsten Tage 
-stehen. Alsdann wurden sie filtriert und nach Entqueck- 
' slberung usw. die Milchsiure in méglichst groBen gemessenen 
Saliquoten Teilen der Filtrate unter Benutzung des Kupfer— 
| Kalkverfahrens bestimmt. Das Ergebnis von 4 Bestimmungen 
'mit und ohne Milchsiurezusatz ist in Tab. 2 wiedergegeben. 
' Aus Reihe 3 dieser Tabelle geht der urspriingliche Milchsaure- 
 gelalt der Muskulatur in Prozenten des angewandten Muskel- 
‘breis hervor. In Reihe 5 ist die zugesetzte Milchs’uremenge 
in Milligramm, in Reihe 6 in Prozenten der Muskulatur an- 
_gegeben, in Reihe 7 ist die im Zusatzversuch (By zu erwartende 
| Milchsiuremenge als Summe der von vornherein vorhandenen 
(Reihe 3) und der zugesetzten (Reihe 6) berechnet. Neben 
diesem errechneten Wert ist in Reihe 8 der gefundene an- 
'gegeben. Reihe 9 gibt dariiber Aufschlu8, wieviel Prozenten 
des in Reihe 7 berechneten Gesamtmilchsiurewertes der ge- 

‘undene entspricht. In Reihe 10 sind zwei Werte tibereinander 
angegeben: der obere Wert ist als Differenz der in der B-Be- 
Stimmung (Reihe 8) und in der A-Bestimmung (Reihe 3) ge- 
‘undenen Zahlen ermittelt, er gibt also die in der B-Bestimmung 
uehr gefundene Milchs’ure in Prozenten der Muskulatur an. 
‘in der unteren Reihe ist die gefundene Zusatzmilchsiure 
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Ohne Milchsiiurezusatz 


7% 





Mit Milchsiurezusatz 











1 2 3 4 5 
: Gefundene 
Nummer ae | Milchsture- ree  Gugesetzte 
des uske™ | menge “MuUSKe!- — Milchsiure- 
Versuchs | menge — in °/, der menge menge 
Muskulatur 
Datum g g mg 

1 
Prot. 56 8,842 0,0416 9,178 9,11 
7. Vi. 24, 

: | 
Prot. 57 10,487 0,0454 9,695 it | 
1. V. 24. | | 

3 
Prot. 62 | 10,619 0,0348 10,726 22,78 
18. V. 24. 

+ 
Prot. 63 | 10,906 0,0424 10,825 22,78 
18, V. 24. 














B 


Zugesetzte 
Milchsiiure- 
in °/, der 
Muskulatur 


0,09938 


0,0940 


0,2124 


0,2105 





7 | A 
Berechnete | Cistiandins 
Milechsiiure- | aah. 

anita milchsiure- 
(Summe yon menge in 
3 und 6) o/, der 
in */) der | Muskulatur 
Muskulatur | 
0,1409 0,1440 
0,1394 0,1301 
0,2472 0,2272 


0,2529 


0,2465 


9 


Gefundene 
Gesamt- 
milchsiure- 
menge in 
°), der 
berechneten 


102 


93 


92 





10 


Gefundene 
Zusatzmilch- 
siure in °/, 
der Musku- 
latur u. der 
zugesetzten 
Milchsiure 
0,1024 
103 


0,0847 
90 


0,1924 
91 


0,2041 
97 
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a ‘n Prozenten der berechneten ausgedriickt. In Versuch 1 wurde 
in der nicht mit Milchsiure versetzten Muskulatur 0,0416°/, 
| Milchsiiure gefunden (Bestimmung A). Zu Bestimmung B wurden 
911mg Milchsiure, entsprechend 0,0993°/, der angewandten 
' Muskulatur zugesetzt. Als Summe der Reihen 3 und 6 be- 
: rechnet sich in Reihe 7 fiir Bestimmung B ein Milchsiure- 
; cehalt von 0,1409°/,; gefunden wurden (Reihe 8) 0,1440°/, 
' entsprechend 102°/, der in Reihe 7 berechneten Gesamtmilch- 
| siure; die gefundene Zusatzmilchsiure entspricht 103°/, der 
' wirklich zugesetzten (untere Reihe in Stab 10). In den iibrigen 
3 Versuchen liegt die Menge der gefundenen Gesamtmilchsiure 
' in B zwischen 92 und 97°/ 
: cefundenen ,,Zusatzmilchsiiure* zwischen 90 und 97°/,. Wenn 
in Versuch 1 etwas mehr Milchsiiure gefunden wurde als be- 
 yechnet war, so ist das ohne weiteres verstindlich, wenn wir 
: annehmen, daB der in Bestimmung A gefundene Milchsiaure- 
vert etwas zu niedrig war, was bei der Kleinheit der in diesem 
7 Yersuche bestimmten Milchsiituremenge (1,58 mg) nach unseren 
: Erfahrungen durchaus méglich ist. 


» der berechneten, diejenige der 


Der Erérterung der Frage, ob zugesetzte Milchsiure bei 


' der Schenck-Fallung verloren ging, wollen wir die in Reihe 10 
' errechneten Zahlen zugrunde legen. In Versuch 1 sind Anhalts- 
| punkte fiir einen derartigen Verlust natiirlich iiberhaupt nicht 
' gegeben, In Versuch 2, in dem der Verlust an zugesetzter 
' Milchsiure am gréBten ist, wurden immerhin 90°/, derselben 
| wieder gefunden. Diese Zahl liegt nur wenig unter den 
| geringsten Werten, die ich bei direkter Uberfiihrung und bei 
_ Ubertithrung nach Kupfer—Kalkfallung erhielt, z. B. 92,7°/, bei 
_direkter Uherfithrung, 92,6°/, bei Uberfihrung im Glykogen- 
zusatzversuch unter Kupfer—Kalkfallung. Etwas betrichtlicher 
' ist natiirlich der Mindergehalt dieser Bestimmung gegeniiber 
'den Durchschnittswerten in den einfachen Uberfiihrungs- 
' versuchen, 95 
' gleich 97°/, der zugesetzten) ist ein Milchsiureverlust durch 
die Schenck-Fillung nicht nachweisbar. Ob wir nun fir die 
' Versuche 2 und auch 3 einen Milchsiureverlust durch die 
' Fillung nach Schenck annehmen wollen oder nicht, jeden- 





96°/,. In Versuch 4 (gefundene Milchsiure 
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falls ist dieser Verlust nur ein ganz geringfiigiger und auch jy 
dem ungiinstigsten Versuche iiberschreitet der Gesamtverlus 
bei der Bestimmung 10°/, nicht. Ganz iiberwiegend ist ay 
diesem Gesamtverluste sicherlich die Uberfihrung schuld. 
Den Muskelversuchen gegeniiber lieBe sich der Kinwand 
machen, daB die zugesetzte Milchsiure sich nicht oder ny 
unvollkommen mit dem EKiwei8 der Muskulatur mischt und nw 
deswegen Milchsaiureverluste vermieden werden. Das ist anders 
in einer Reihe von Versuchen, in denen ich die Milchsiiure 
. nicht zerkleinerter Muskulatur sondern dem Blut zusetzte. 
(Vgl. Tab. 3.) Das Ergebnis von vier derartigen Bestimmungen 
ist in Tab.3 wiedergegeben. In allen Versuchen kamen 20 ccn 
Rinderblut zur Verwendung, welche in 20 ccm einer Fliissig. 
keit einflossen, die zum gréBeren Teile aus 4°/,iger Salzsiure, 
zum geringeren entweder aus Wasser oder einer Zinklactat- 
lésung von bekanntem Gehalt bestand. Die Fallung wurde, 
nachdem das Blut in der Salzsiure lackfarbig geworden war, 
durch Zusatz von 40 ccm Quecksilberchloridlésung von 5%), 
bewerkstelligt. Die Anordnung der Tab. 3 ist die gleiche wie 
die der Tab. 2. Zu den Versuchen 5 und 6 diente dasselbe 
Blut, ebenso zu den Versuchen 7 und 8. Wie man sieht, 
stimmen die in den Reihen 3 wiedergegebenen Doppel- 
bestimmungen befriedigend miteinander iiberein. Im Zusatz- 
versuch 5 ist die gefundene Gesamtmilchsaéure der berechneten 
gleich, in Versuch 8 ist sie etwas geringer (96°/,). In Ver. 
such 7, der iibrigens in der gleichen Weise wie Versuch $ 
angestellt wurde, wurden die B-Bestimmungen doppelt ausgefiihrt; 
in der einen Bestimmung wurden 99°/,, in der anderen 101°, 
der berechneten Milchsiure gefunden. Auch der geringe Uher- 
schuB der berechneten iiber die gefundene Milchsiure ist unter 
Beriicksichtigung des zu Versuch 1 der Tab. 2 gesagten durchaus 
verstiindlich. Gerade in den Blutversuchen, in denen die 2u- 
gesetzte Milchsiure sicher griindlich mit dem EiweiB gemischt 
wurde, laBt sich irgendein Milchsiureverlust durch die Schenck- 
Fallung ebensowenig wie in den friiheren Versuchen Max 
Oppenheimers!?) am gleichen Material feststellen. 





1) M. Oppenheimer, a. a. O. 
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Im ganzen geht aus den Versuchen dieses Abschnitte 
hervor, daB irgend in Betracht kommende Milchsiureverlust, 
bei der EnteiweiBung von Muskulatur und Blut nach dep 
Schenckschen Verfahren ebensowenig entstehen wie bei de; 
Beseitigung der Kohlehydrate des Schenck-Filtrates durch 
das Kupfer—Kalkverfahren. Praktisch ist der gesamte Fehle 
der Milchsiurebestimmung bei EnteiweiBung nach Schenck 
und Anwendung des Kupfer—Kalkververfahrens nicht oder doct 
nicht merklich gréfer als der durch die Uberfithrung an sic} 
bedingte, und dieser Uberfiihrungsfehler laBt sich, wie aus den 
Abschnitt 2 hervorgeht, auch bei Anwendung von so geringe: 
Milchsiuremengen wie 3—4 mg sehr gering halten. Bei noch 
geringeren Milchsiuremengen (etwa 1—2 mg) sind zwar hiutg 
die Resultate ebenso giinstig wie bei 3—4 mg, doch lasser 
sich hier gréBere Uberfithrungsfehler als 10°/, bisher nicht 
mit Sicherheit vermeiden. Gelangt aber bei einer Milchsiure. 
bestimmung im Muskel oder im Blut schlieBlich eine Mindest. 
menge von 3 mg zur Uberfiihrung, so braucht hichstens mit 
einem Gesamtfehler der Bestimmung von 10°/, gerechnet a 
werden. In meinen zahlreichen Uberfiihrungsversuchen an 


derartigen Milchsiuremengen (Abschnitt 2) war die GréBe dieses J 


Uberfiihrungsfehlers eine wechselnde, ebenso wie iibrigens iu 
den Versuchen Meyerhofs?) an zum Teil wesentlich gréBeren 
Milchsiuremengen, und es erscheint daher nicht als méglich, 
eine genaue Korrektur fiir diesen Fehler anzugeben. 

Geniigende Ubung und eine Mindestmilchsiiuremenge vou 
3—4 mg bei der Uberfiihrung vorausgesetzt, iiberschreitet der 
Gesamtfehler der Milchsiurebestimmung nach v. Firth und 
Charnass in der hier beschriebenen Anwendungsform 10°. 
jedenfalls nicht, und wenn man eine Korrektur an der Milch- 
siurebestimmung iiberhaupt anbringen will, so kime eine solche 
von etwa 5°/, des gefundenen Wertes in Frage. Bei eine! 
Erhéhung der gefundenen Milchsiurewerte um diesen Betrag 
diirften sich stirkere Abweichungen als etwa 5°/, von det 
wahren Milchsiurewerten (nach unten und nach oben) vel 
meiden lassen. 





1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, 8. 232 (1920). 
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' IV. Die praktische Ausfihrung der Milchsaurebestimmung in 


der Muskulatur und im Blut 


gestaltet sich folgendermaBen: Handelt es sich um Bestimmung 
des Ruhemilchsiuregehaltes, so werden die Muskeln!) ent- 
sprechend den Vorschriften von Fletcher und Hopkins 
‘unter Vermeidung jeder unnétigen Verletzung und Reizung 
! sorgfiltig prapariert, sofort in fltissige Luft geworfen und in 
einer Porzellanreibschale mit einem Porzellanpistill in flissiger 
Luft zerkleinert. Wihrend der Zerkleinerung werden die 
'Muskeln in beste Verbandgaze eingehiillt. Das gewonnene, 
: meist ziemlich grobkérnige Muskelpulver wird in ein Glaschen 
-geworfen, das mit dem dem doppelten des Muskelgewichts 
entsprechenden Volumen 4°/,iger kochsalzgesittigter Salzsiure 
_gefiillt und vor dem Versuche unter SchliffdeckelverschluB 
‘analytisch gewogen ist. Vor dem Kinbringen des Muskelpulvers 
‘wird die Flissigkeit durch etwas eingegossene fliissige Luft 
‘stark gekiihlt. Alle Teile der zerkleinerten Muskulatur werden 
‘durch vorsichtige Bewegung des GefiBes mit der Siure in Be- 
‘rihrung gebracht, wobei die Muskulatur allmahlich auftaut. 
Das GefiB wird sobald als méglich mit seinem Schliffdeckel 
B verschlossen, in den Wageraum gestellt und nachdem es dessen 
‘Temperatur angenommen hat, analytisch gewogen, wodurch 
-die verwandte Muskelmenge ermittelt wird. Dann wird die 
_EnteiweiBung nach Schenck durch Zusatz von 20 ccm Sublimat 
‘von 5°), zu Ende gefihrt. Nunmehr bleibt die Fiiissigkeit 
“unter 6fterem Umschiitteln mindestens 16 Stunden stehen, damit 
‘villiger Diffusionsausgleich zwischen Niederschlag und Fliissig- 
-keit erfolgt. Alsdann wird durch trockene Filter filtriert und 
‘ein méglichst groBer Anteil des Filtrates durch Schwefelwasser- 
stoff entquecksilbert. Nach Abtrennung des Sulfidniederschlages 
‘durch Filtration unter Verwendung eines trockenen Filters 
wird der Schwefelwasserstoff rasch durch einen Luftstrom ver- 
jagt und ein genau gemessener, aliquoter Teil des Filtrates — 
‘jn meinen Versuchen an Froschmuskulatur etwa 30 ccm — in 





') Bei Verwendung von Froschmuskeln erfolgt die Tétung zweck- 


wibig nach den Angaben Meyerhofs durch Durchtrennung der Wirbel- 


isiule oberhalb des Beckens (s. Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 239 (1920). 
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einen MeBkolben von 50 ccm pipettiert. Die Fliissigkeit wi; 
mit 4 ccm 10°/,iger Kupfersulfatlésung versetzt und dan 
unter vorsichtigem Umschwenken und Verwendung von blauey 
Lackmuspapier als Indicator mit starker Natronlauge annihernd 
neutralisiert, wobei kein Kupferhydroxyd ausfallen soll. Nunmeh; 
werden 10 ccm Kalkmilch, die am einfachsten aus 50 ¢ feiy 
pulverisiertem Calciumoxyd und 200—220 ccm destillierten 
Wasser hergestellt') und unmittelbar vor Gebrauch griindlic) 
durchgeschiittelt wird, hinzugefiigt, und der Kolben bis zy 
Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Beim Zusatz der 
Kalkmilch entsteht ein intensiv blauer Niederschlag; die Reaktion 
der Fliissigkeit muB stark alkalisch sein. Nunmehr wird der 
Inhalt des MeBkolbens in einen Erlenmeyerkolben iibergegossen 
und unter hiufigem Umschiitteln etwa '/, Stunde stehen gelassen, 
Nach dieser Zeit wird durch ein trockenes Filter in ein trockenes 
GefaB filtriert. Von der Kohlehydratfreiheit des Filtrates iiber. 
zeugt man sich an einer kleinen Probe durch den negativen 
Ausfall der Reaktion nach Molisch mit alkoholischer ¢-Naphthol- 
lésung und konzentrierter Schwefelsiure. Die Filtrate sind 
éfters bei der Verwendung von Froschmuskeln leicht bliulich, 
bei der Verwendung von Kaninchenmuskeln stark blau gefiirtt, 
was fir die Bestimmung belanglos ist. 

Kin méglichst groBer, genau gemessener aliquoter Ante 
des Filtrats — etwa 35 com — wird in einen Jenenser Kjeldahl- 
Kolben von etwa 200—300 ccm pipettiert, mit wenigen Tropien 
25°/,iger Schwefelsiure gegen Lackmus neutralisiert und dan 
noch mit so viel 25°/,iger Schwefelsiure versetzt, dab der 
Schwefelsiuregehalt der Fliissigkeit annihernd 0,5°/, betrist. 
Nach Hinzufiigen von etwas Talkum wird die Uberfihrung ix 
friiher beschriebener Weise ausgefiihrt, wobei n/500-Kalium- 
permanganat zur Oxydation benutzt wird. Der Acetaldehyd 
wird in einer genau gemessenen Menge n/50-Kaliumbisulit- 





1) Das Calciumoxyd darf keine irgend gréBere Menge Carbouat 
enthalten. Vielfach habe ich mir das Caleciumhydroxyd durch Fille 
von 500 cem 20°/,iger Calciumchloridlésung mit 220 cem 33 °/, iget 
Natronlauge hergestellt und mit destilliertem Wasser bis zur anndhernde 
Chlorfreiheit gewaschen. Der so gewonnene Niederschlag wurde 1 
250 ecm destilliertem Wasser suspendiert. 
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’ jésung, die mit etwa dem doppelter Volumen destillierten 
' cisgekithlten Wassers verdinnt ist, aufgefangen. Die Vorlage 
' wird andauernd von auBen mit Eis gekihlt. Der Titer der 
nach den Vorschriften Meyerhofs?) hergestellten Bisulfit- 
; lésung wird zu Beginn der Uberfihrung und dann nochmals in 
‘unmittelbarem Anschlu8 an die Titration der eigentlichen Be- 
‘stimmung unter Verwendung von n/100-Jodlésung und einigen 
 Tropfen einer nach der Bangschen Vorschrift hergestellten 
'1°,igen Starkelésung als Indicator festgestellt. Jeder Kubik- 
zentimeter des Titerverlustes entspricht dann 0,45 mg Milchsiure. 


Fiir die Milchsiurebestimmung in warmestarren oder bis 


‘mur Erreichung des Milchsiiuremaximums gereizten oder sonst 
‘sehr milchsiiurereichen Muskeln kann die Verwendung von 
“fissiger Luft wohl ohne Schaden umgangen werden. Die 
‘Muskeln werden rasch mit der Schere zerkleinert und alsbald 
in mit 4°/,iger Salzsiure beschickte, gewogene Glischen ein- 
‘gebracht. Noch einfacher gestaltet sich die Milchsiurebestimmung 
‘im MuskelpreBsaft, der mit je dem gleichen Volumen 4°/, iger 
‘Salzsiure, destilliertem Wasser und 5°/,iger Quecksilberchlorid- 
Flisung gefallt wird. 


In ganz abhnlicher Weise erfolgt die Milchsiurebestimmung 


Fi Blute, von dem man 1 Volumen in 1 Volumen 4°/,iger 
Nalzsiure einflieBen li8t. Nachdem das Blut vollig lackfarbig 
‘seworden ist, wird die KnteiweiBung durch Hinzufiigung von 


D 


2 Volumen 5°/,iger Quecksilberchloridlésung unter griindlichem 
Nchiitteln ausgefiihrt. Angesichts des meist geringen Milch- 
siuregehaltes des Blutes werden mindestens 20 ccm Blut fiir 


die Bestimmung verwendet. Ein miglichst groBer Anteil des 
entquecksilberten Filtrates wird, genau wie es fiir die Musku- 
Jatur beschrieben wurde, in Mebkélbchen von 100 ccm der 
upfer—Kalkfallung unterworfen. 


Zusammenfassung. 
| 1. Die die Milchsiurebestimmung noch v. Fiirth und 
Charnass stérenden Kohlehydrate (unter anderem Trauben- 
vucker, Glykogen und Lactacidogen) kénnen durch Fallung mit 





') Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 
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Kupfersulfat und Kalkmilch nach dem Prinzip von Salkows\; 
und van Slyke vollkommen beseitigt werden, so daB die 
Extraktion mit Ather oder dergleichen unnétig wird. 


2. Die Kupfer—Kalkfaillung fiihrt zu keinen erkennbare, | ; 


Milchsiureverlusten. 

3. Bei Verwendung des EnteiweiBungsverfahrens mit Salp. 
siure und Sublimat nach Schenck ist die Entfernung de 
Kohlehydrate vor der Oxydation mit Permanganat unbeding 
notwendig. 

4. Der Muskulatur oder dem Blute zugesetzte Milchsiure 
geht in Ubereinstimmung mit fritheren Feststellungen Max 
Oppenheimers im hiesigen Institute praktisch verlustlos iy 
das eiweiBfreie Extrakt iiber. 

5. Der Gesamtverlust der Milchsiiurebestimmung in der 
Muskulatur und im Blute iiberschreitet bei Anwendung de 
geschilderten Verfahrens den Bestimmungsfebler an _ reina 
Milchsiurelésungen nicht oder nicht merklich. Die Anwendus 
des Schenckschen Verfahrens ist daher der Extraktion mit 
Alkohol unbedingt vorzuziehen. 

6. Die GréBe des Bestimmungsfehlers in reinen Milch- 
siurelésungen mit einem Milchsiiuregehalt von 3—4 mg betris 
durchschnittlich etwa 4°/,. Sie erreicht maximal kaum 10°, 


Innerhalb der gleichen GréBe liegen die Fehler der Milci 
siurebestimmung in der Muskulatur und im Blute, voraus 
gesetzt, daB mindestens ein 3—4 mg enthaltender Filtratantel 


schlieBlich zur Uberfiihrung gelangt. 


7. Auf die nochmalige Auffiihrung methodischer Hinze: 


heiten, die in der Arbeit angegeben sind, wird verzichtet. 








Sect Siar Shashi 


Zur Kenntnis des Stigmasterins. 
Von 
A. Windaus und J. Braunken. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1924.) 


Das Stigmasterin’) ist, wie Windaus und Hauth 


: gezeigt haben, neben Sitosterin im ,,Phytosterin“ aus Calabar- 
-bohnen vorhanden, es ist ein doppelt ungesittigter Alkohol 
‘und besitzt die Formel C,,H,,O oder C,,H,,0. Die Trennung 


30°50 


der beiden Phytosterine ist dadurch méglich, da das einfach 
’ ungesittigte Sitosterylacetat ein leicht lésliches Dibrom- 
| additionsprodukt, das Stigmasterylacetat ein unlésliches Tetra- 
4 brom-additionsprodukt liefert. 


Wir haben eine Anzahl Versuche mit dem Stigmasterin 


‘ durchgefiihrt, um festzustellen, ob das Stigmasterin in seiner 
’ Struktur eine weitgehende Ahnlichkeit mit dem Sitosterin 
| besitzt oder nicht. 


Zunichst haben wir das Tetrahydro-stigmasterin 


oder Stigmastanol dargestellt und nachgewiesen, daB es bei 
_vorsichtiger Oxydation mit Chromsiure ein Keton liefert, das 
' Stigmastanon; dadurch ist der Beweis erbracht, daB auch 
‘das Stigmasterin gleich dem Sitosterin ein sekundirer 
| Alkohol ist. 


Wir haben weiter gepriift, ob im Stigmasterin die 


| sckundiire Alkoholgruppe ebenso wie im Cholesterin und 
Sitosterin in einem hydrierten Sechsring steht. Dabei 
‘sind wir in der Weise vorgegangen, daB wir das Stigmastanol 


i EEE 





') Chem, Ber. Bd. 39, 8. 4378 (1906). 








48 A. Windaus und J. Brunken, 


durch eine energischere Oxydation mit Chromsiure zu eine 
Dicarbonsaure C,,H;,0, aufgespalten haben. Diese verlier 
bei der Destillation im Hochvakuum 1 Mol. Kohlendioxyd uj 
1 Mol. Wasser und geht in ein Keton C,,H,,O iiber, gi 
verhilt sich also wie eine Siure der Adipinsiiure- (oder de 
Pimelinsdure-reihe) und ist daher durch Aufspaltung eine 
hydrierten Sechsringes (oder Siebenringes) entstanden. 
Cog Ho CysHs0 Co3H50 C,H, 
ja, —_* an, ae 
CH,—CHOH CH,—-CO COOH COOH CO 
Stigmastanol Stigmastanon Siure C,,H;,0, Keton C.,H.,0. 











SchlieBlich haben wir aus dem Stigmastanon durch Re. 
duktion nach Clemmensen den _ gesittigten Stammkohlen. 
wasserstoff, das Stigmastan C,,H,,, bereitet. Die Analyser 
der von uns dargestellten Abbauprodukte weisen mit Bestimnt. 
heit darauf hin, daB dem Stigmasterin die wasserstoffreicher 
Formel C,,H,;,O zukommt. Das Stigmastan C©,,H., enthil 
8 Wasserstoffatome weniger als das entsprechende Parafin 
C,,H,, und ist also das Derivat eines Gebildes mit i 
hydrierten Ringen genau wie Cholestan und Sitostan. Ks is 
nicht unwahrscheinlich, daB dieses Ringsystem in den dre 
genannten gesittigten Kohlenwasserstoffen dasselbe ist und dab 
sich das Stigmastan vom Cholestan und Sitostan durch de 
verschiedene Linge der Seitenkette unterscheidet. 


Beschreibung der Versuche. 


Stigmastanol. 


Kine Lésung von 4g Stigmasteryl-acetat in 200 ccm kis 
essig wurde bei 100° mit Platinmoor in einer Wasserstol 
atmosphire geschiittelt. Nach einer halben Stunde war ti 
fiir 2 Mol. berechnete Menge Wasserstoff aufgenommen. Di 
heiBe Liésung wurde vom Platin abfiltriert, sie schied beit 
Erkalten das Hydrierungsprodukt aus, das aus Alkohol 1 
langen Nadeln vom Schmelzp. 128° krystallisierte. 

Kine Lésung von 5 g Tetrahydro-stigmasterylacetat 1! 
250 ccm 95°/,igem Alkohol wurde nach Zusatz von 20 cel 








Zur Kenntnis des Stigmasterins. 49 


; 0%/,iger Kalilauge 3 Stunden unter RiickfluB gekocht. Beim 
‘Erkalten schieden sich auf vorsichtigen Zusatz von Wasser 
eibe Blittchen ab, die nach dem Umbkrystallisieren aus 






ner 


und 
sic @ Alkohol bei 134—134,5° schmolzen. 
der ' 3,032 mg Substanz gaben 9,269 mg CO,, 3,446 mg H,0. 
sine A C,H.,0. Ber. C 83,64 °/, H 12,64 %, 
: | Gef. ,, 83,41 » eT 
Stigmastanon. 


Kine Lisung von 1g Stigmastanol in 100 cem Kisessig 












0. - _ wurde mit einer Lésung von 0,3 g Chromsiureanhydrid in 

Ref wenig Wasser versetzt und 1 Stunde auf 55° erwarmt; darauf 

hlen. _wurde das Oxydationsprodukt durch Zusatz von Wasser aus- 

lysen  gefillt, abfiltriert, in Ather aufgenommen und in der iiblichen 

nal jeise in einen sauren und einen neutralen Bestandteil zerlegt. 

chere Der neutrale Anteil, der nach dem Abdestillieren des Athers 

ithili “anriickblieb, wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert und so 

rafiin x feinen Nadeln vom Schmelzp. 155—155,5° erhalten. 

it 0,0939 g Substanz gaben 0,2884 g CO,, 0,1013 g H,0O. 

Us is C9H;_.0 Ber. C 84,04 °/, H 12,23 %, 

drei Gef. ,, 83,79 ,, 12,13 

d dab Oxim: Eine konz. alkoholische Lésung des Ketons wurde 

h die nit einer konz. wiBrigen Lésung von Hydroxylamin-hydro- 
' chlorid und Natriumacetat 2 Stunden unter Riickflu8 gekocht; 
beim Erkalten schied die Lésung ein Filzwerk feiner Nadeln 
F aus, die aus Alkohol umkrystallisiert bei 215—216° schmolzen. 
‘Das Oxim ist leicht léslich in Ather und Benzol. 

7 4,176 mg Substanz gaben 0,147 ecm N (19°, 761 mm). 

L Lis C,,H,,ON Ber. N 3,16 %/, Gef. 3,84, 

rstot- 

F : Dicarbonsaure C,,H,,0,. 

ca 


hein ' Kine Lésung von 1 g Stigmastanol in 50 com 95°/, iger 
eT ‘Ussigsiure wurde mit einer konz. Liésung von 1,3 g Chrom- 

‘ 'siureanhydrid versetzt und das Ganze 2 Stunden auf dem 
a dl Siedenden Wasserbad erwirmt. Nach dieser Zeit wurde das 
0 cen “xydationsprodukt mit viel Wasser ausgefallt, in Ather geldst 
_ Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 4 
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und in der iiblichen Weise in einen sauren und einep 
neutralen Anteil getrennt. Der neutrale Anteil bestand ays 
Stigmastanon; der saure Anteil wurde in heiBem Hssigestey 
gelist und fiel auf Zusatz von niedrig siedendem Petrolithe; 
in schénen Blattchen wieder aus, Ausbeute 0,4 g. Die neve 
Saure ist leicht léslich in Ather, schwerer léslich in kaltey 
Essigester, wenig léslich in Petrolaither, sie schmilzt bei 299 
bis 280°. 

Titration: 0,3272 g Substanz verbrauchten 14,14 cem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht C,,H;,0, (¢weibasisch): Ber. 238 Gef. 231. 

2,909 mg Substanz gaben 8,042 mg CO,, 2,875 mg H,0O. 

C,.H,.0, Ber. C 175,57 %/, H 11,00°/, 
Gef. ,, 75,42 ,, 11,06 


Keton C,,H,,0. 


Kine Liésung von 0,2 g Saure C,,H,,0, in Essigsiiure. 
anhydrid wurde eingedampft und der Riickstand bei 2 mm 
Druck der Destillation unterworfen. Zwischen 230—250° 
ging ein farbloses Ol iiber, das im Retortenhals krystallin 
erstarrte; beim Umkrystallisieren aus wiBrigem Aceton bildet 
es derbe, flache Nadeln vom Schmelzp. 110—111°, die in 


Ather, Aceton, Essigester und Petrolither leicht lislich, in 


Wasser unloslich sind. 


3,038 mg Substanz gaben 9,325 mg CO,, 3,325 mg H,0O. 


C.,H;,0 Ber. C 83,98 °/, H 12,16 %, 
Gef. ,, 83,88 12,27 


Das in der iiblichen Weise bereitete Oxim krystallisierte 
aus Alkohol in kleinen Nadeln und schmolz bei 208,5—210,5" 


3,851 mg Substanz gaben 0,131 cem N (19°, 749 mm). 
C.5H;,0N Ber. N 8,26 °/, Gef. N 3,92 °/, 


Stigmastan. 


Kine Lisung von 0,2 g Stigmastanon in 20 cem Kisessig 


wurde auf 2g amalgamiertes Zink gegossen, zum Siede | 


erhitzt und langsam mit 5ccm konz. Salzsiure versetzt. Nach 






































~~ 
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sechsstiindigem Kochen wurde die Reduktion unterbrochen; 
aus der erkalteten Lisung schieden sich Oltrépfchen ab, die 


@ sasch erstarrten. Sie wurden abfiltriert, zur Entfernung un- 


gesiittigter Bestandteile mit LKssigsiureanhydrid und konz. 
Schwefelsiure behandelt und dann aus reinem Alkohol um- 
krystallisiert. Das Stigmastan schmilzt bei 84—84,5°, ist 
leicht léslich in Ather, schwer léslich in kaltem Alkohol. 


2,715 ng Substanz gaben 8,660 mg CO,, 3,193 mg H,O. 
Ci. Ber. C 86,87 °), H 13,18, 
Gef. ,, 87,02 ,, 13,10 








Uber das Sitosterin. 
Von 


A. Windaus und J. Brunken. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitdéts-Laboratorium Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1924.) 


Aus den bisherigen Arbeiten’) geht hervor, daB Chole- 
sterin und Sitosterin zwei isomere einfach ungesiittigte 
Alkohole von der Formel C,,H,,O sind und ein System von 
vier hydrierten Ringen enthalten. Auch die heiden ge- 
sittigten Kohlenwasserstoffe C,,H,,, die aus dem Chole- 
sterin und dem Sitosterin bereitet worden sind, das Cholestan 
und das Sitostan, sind nicht miteinander identisch; die 
Isomerie ist also schon im Kohlenstoffskelett selbst vor- 
handen. Ob es sich um Strukturisomerie oder Stereo- 
isomerie handelt, ist zwar noch nicht sicher entschieden, doch 
ist es bisher nicht gegliickt, eine Verschiedenheit in der Struktur 
des Cholesterins und des Sitosterins nachzuweisen. So haben 
Windaus und Rahlén?) gezeigt, daB die sekundire Alkohol- 
gruppe des Sitosterins in einem Sechsring steht wie diejenige 
des Cholesterins; und Pickard und Yates*) haben es sebr 
wahrscheinlich gemacht, daB im Sitosterin, wie im Cholesterin, 
die beiden Ringe, welche die Hydroxylgruppe und die Doppel- 
bindung enthalten, kondensiert sind. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, ob die 
Doppelbindung des Sitosterins in einem Fiinfring steht wie 
diejenige des Cholesterins. 





) Literatur in Diese Zs. Bd. 101, S. 223 (1918). 
*) Diese Zs. Bd. 101, S. 228 (1918). 
°) Jl. chem. Soc. London Bd. 93, S. 1928 (1908). 
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Ausgegangen sind wir bei unseren Versuchen vom Sito- 
sten (III), das wir nach den Angaben Burians') aus dem 
Sitosterin (I) iber das Sitosterylchlorid (II) bereitet haben. 














C,sHs; C,H, C,H, 
4 | | | 
CH CH CH 
‘my Onl 
uf So—cn, —> ayo” t—cn, — uo 0—on, - 
| | | | | | | | 
luc) |©6CH_~—sCH H,C CH CH H,C CH CH 
(HOH CH Cho CA SH, CH 
I 11 i 


Wir haben das Sitosten mittels Salpetersiure in das 
Nitro-sitosten (LV) iibergefiihrt und dieses durch Kochen 
mit Zinkstaub und Essigsiure in das Hetero-sitostanon (V) 
verwandelt. Dieses Keton, das an der Stelle der Doppelbindung 
die Gruppe —CO—CH,— enthilt, haben wir durch Oxydation 
mit Salpetersiure zu einer Dicarbonsdure C,,H,,0, (VJ) 
aufgespalten, die beim Erhitzen in ein unzersetzt im Vakuum | 
destiluerendes Anhydrid iibergeht. 











C, H;, CisHs, CisHs, 
| ) | | i. 
| CH CH CH 
Soe ae Pi F ie oil 
1H#.¢ C——CH, * BE c——-CH, —* H,C G—--COOH 
ae. se a E 3 ; 
FH,C CH C—NO, H,C CH CO H,C CH COOH 
CH, CH CH, CH, CH, CH, 
IV V VI?) 


Die Siure C,,.H,,O, enthailt daher nach Blancs Regel 
die beiden Carboxyle in der 1,5- (oder 1,4-)Stellung, und der 
Ring, durch dessen Aufspaltung die beiden Carboxyle der 
Saure entstanden sind, ist ein Fiinfring (oder ein Vierring). 

Die ganze Reaktionsfolge entspricht vollstindig der bereits 
am Cholesterin*) durchgefiihrten und weist aufs neue darauf hin, 


') Mon.-H. f. Chemie Bd. 18, S. 556 (1897). 

*) Es ist hier angenommen, da8 die Oxydation an derselben Stelle 
angreift wie beim Cholestan-7-on. Chem. Ber. Bd. 53, S. 490 (1920). 

*) Chem. Ber. Bd. 52, S. 164 (1919). 
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daB die der chemischen EKinwirkung leicht zugiinglichen ‘Teil 
des Cholesterin- und des Sitosterin-Molekils strukturidep. 
tisch sind. 

Auch die Seitenkette scheint bei beiden Alkoholen dieselbe 
zu sein. Jedenfalls liefert auch das Sitosterin gleich dep 
Cholesterin bei energischer Oxydation Aceton und wahrscheip. 
lich Methyl-isohexyl-keton. 


Beschreibung der Versuche. 


Sitosterylchlorid und Sitosten. 

Burian hat das Sitosterylchlorid aus dem Sitosteriy 
mittels Phosphorpentachlorid bereitet und es als ein klein. 
blattrig krystallines Produkt bezeichnet, das bei 82° erweicher 
und bei 87,5° schmelzen soll. Eine Substanz von derartig 
unscharfem Schmelzpunkt ist vermutlich nicht ganz einheitlich, 
Tatsachlich steigt der Schmelzpunkt bei wiederholtem Un. 
krystallisieren auf 92—94° ohne jedoch konstant zu werden. 
Vermutlich entstehen infolge einer Art Waldenscher Un. 
kehrung aus dem Sitosterin zwei stereoisomere Sitostery!- 
chloride, wie dies durch die beiden folgenden Formeln an- 
gedeutet wird: 








C,H, C5H 4 
| Hy | | os 
CH,——C, CH,——-C—H 
‘Cl 


Die beiden isomeren Sitosterylchloride miissen dasselbe 
Sitosten geben, und tatsichlich lefert das unscharf schmelzende 
Sitosterylchlorid leicht ein scharf schmelzendes Sitosten vou 
Schmelzp. 76—77°, wihrend Burian 61—68° angibt. 


Nitro-sitosten (IV). 


2 g Sitosten vom Schmelzp. 76° wurden mit 14 ccm Kis 
essig innig verrieben; zu der mit His gekihlten Mischung 
wurden tropfenweise und unter stindigem Riihren 4 ccm rote 
rauchende Salpetersiure (1,50) hinzugefiigt. Nach kurzer Zeit 
begannen sich Krystalle von Nitro-sitosten abzuscheiden; nacl 
1 Stunde wurden sie abfiltriert, mit Essigsiure gewaschen und 


— re) ram, Fdé> 
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aus Alkohol umkrystallisiert. Aus den Mutterlaugen der ersten 
| Fallung lieB sich noch eine weitere Krystallabscheidung er- 
' reichen, die Ausbeute betrug 1,2 g. 


Das Nitrositosten ist leicht léslich in Ather, Petroliither 


Chloroform, Essigester, Aceton, schwer léslich in kaltem Methyl- 
' alkohol, Athylalkohol und Eisessig. Aus Alkohol krystallisiert 
- es in ganz schwach gelblichen, glinzenden Nadeln, die oft zu 
_ Rosetten angeordnet sind. Der Schmelzpunkt liegt bei 89—89,5°. 


2,773 mg Substanz gaben 7,887 mg CO,, 2,719 mg H,0O. 


4,282 mg = » 0,141 eem N (17°, 743 mm). 
C.,H,,NO. ° Ber. C 78,01°/, H 10,92°/, N 3,87°, 
Gef. ,, 77,59 . 10,97 » 3,79 


Hetero-sitostanon (V). 


2 ¢ Nitrositosten wurden in 50 ccm etwa 90°), iger Essig- 


'siure gelést und die Lésung mit 4 g Zinkstaub 3 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Nach dieser Zeit wurde der un- 
yerbrauchte Zinkstaub abfiltriert und nochmals mit heiBer 
| Essigsiiure ausgezogen und das Filtrat bis zur Triibung mit 
' Wasser versetzt. Das sich abscheidende Reduktionsprodukt 
_ wurde abfiltriert und aus Alkohol umkrystallisiert. Man erhilt 
'so prachtige, zu Rosetten angeordnete Nadeln des Hetero- 
sitostanons, die bei 105—106° schmelzen. Ausbeute 1,2 g. 
Sie sind leicht léslich in Ather, Petroliither und Chloroform, 
schwer léslich in kaltem Methyl- und Athylalkohol und in 
 kaltem Hisessig. 


2,419 mg Substanz gaben 7,412 mg CO,, 2,681 mg H,0O. 
C.,H,,0 Ber. C 83,86°/, H 12,00°, 
Gef. ,, 83,59 », 12,40 
Oxim: Eine alkoholische Liésung des Ketons wurde mit 


| Hydroxylamin-hydrochlorid und Natriumacetat 2 Stunden unter 
 Riickflu8 gekocht; das sich beim Erkalten der Lésung aus- 


scheidende Oxim wurde aus Alkohol umkrystallisiert, es bildet 
ieine glinzende Nadeln vom Schmelzp. 191—192°, die in kaltem 
Alkohol schwer, in hei®em leichter léslich sind. 


4,766 mg Substanz gaben 0,163 cem N (16°, 740,5 mm). 
C,,H,,NO Ber. N 3,49°, Gef. N 3,94°/, 
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Saure C,,H,,0, (VJ). 

1 g Hetero-sitostanon wurde mit 5 ccm Hisessig und 2,5 ccm 
roher rauchender Salpetersiure (1,50) iibergossen und die 
Lésung auf 70° erwirmt. Es fand lebhafte Entwicklung braune 
Dampfe statt und nach etwa 5 Minuten begann die erste Ab. 
scheidung von Krystallen, die sich innerhalb der nichste; 
15 Minuten stark vermehrte. Nach dem Erkalten wurde dic 
gebildete Siure abfiltriert und aus Kssigester umkrystallisier: 
und so in haarfeinen, glinzenden Nidelchen erhalten, die be; 
. 268° sinterten und bei 278° unter Zersetzung schmolzen, 
Die Ausbeute betrug 0,2 g. In den meisten Lésungsmittel) 
ist die neue Verbindung ziemlich schwer léslich. 

3,010 mg Substanz gaben 8,219 mg CO,, 2,918 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. C 74,60°/, H 10,67°/, 
Gef. ,, 74,49 » 10,85 
0,1346 g Substanz verbrauchten 6,35 cem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (zweibasisch) Ber. 217 Gef. 212. 

Anhydrid: Eine kleine Menge der Saiure C,,H,,0, wurde 
in Essigsiureanhydrid gelést und die Loésung eingedampft. 
Der Riickstand wurde im Vakuum von 1 mm bis 220° erhitzt 
und destillierte hierbei als farbloses Ol, das rasch zu nadel- 
formigen Krystallen erstarrte. Angewandt wurden 0,1784 ¢ 
Siure, die bei der Destillation einen Gewichtsverlust voz 
0,0073 g erlitten, wihrend sich fiir die Abgabe von 1 Mol. 
Wasser aus 0,1784 g Siure C,,H,,0, 0,0074g¢ berechnen. Das 
Destillat wurde aus dem Retortenhals mit Ather herausgelist 
und aus Aceton umkrystallisiert, es bildet Nadeln vom Schmelz: 
punkt 154—154,5° 

2,995 mg Substanz ergaben 8,558 mg CQO,, 2,911 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. C 77,82°/,  H 10,65°/, 
Gef. ,, 77,95 5, 10,87 

Beim Erwirmen mit verdiinnter Kalilauge liefert das 
Anhydrid das Kaliumsalz der Saiure C,,H,,0O, und auf Zusatz 
von Salzsiiure die Siure selbst zuriick, die durch ihren Schmelz- 
punkt und ihre Krystallform identifiziert wurde. 











Uber Koproporphyrinsynthese durch Hefe 
und thre Beeinflussung. 
I. Mitteilung. 
Von 
Hans Fiseher und Hermann Fink. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1924.) 


Hans Fischer undSchneller’) haben vor einigen Monaten 


in Brauereihefe Koproporphyrin spektroskopisch nachgewiesen 
und mit Hilger’) wurde es als Ester in reinem, krystallisiertem 
' Zustande dargestellt und eindeutig identifiziert. Diese Unter- 
' suchungen wurden im Wintersemester durchgefiihrt und erfuhren 
' dann durch die Osterferien eine Unterbrechung. Als wir nach 
' Ostern die Arbeit wieder aufnahmen, ergab sich das iber- 
raschende Resultat, da neben Koproporphyrin auch noch 
'Kammerers Porphyrin vorhanden war. Auferdem wurde in 
| den schon frither erhaltenen Atherextrakten das Himinspektrum 


beobachtet und die weitere Untersuchung ergab einwandfrei, 
daB auch Kisenkomplexsalz in der Hefe vorhanden sein muB. 


_Indirekt war dies schon in der Untersuchung mit Schneller 
_wahrscheinlich geworden, indem der auBerordentliche quanti- 
_ tative Unterschied in der Menge des Koproporphyrins zwischen 
Plasmolyse und Fiulnis bzw. Autolyse festgestellt war. Alles 
'sprach dafiir, daB in der Hete derselbe Dualismus des Blut- 
farbstoffs vorhanden sei wie beim hoheren Séugetier (direkt 


bewiesen noch nicht, nur indirekt geschlossen durch die Iso- 


herung der entsprechenden Porphyrine; Kimmerers Porphyrin 
entspricht Himoglobin A, Koproporphyrin Hamoglobin B), nur 
daB bei der Hefe offenbar das Verhiltnis zwischen A und B 


—_— 


*) Diese Zs. Bd. 135, S. 253 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 138, S. 49 (1924). 
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gerade umgekehrt war, eine Verschiebung zugunsten von B 
Gegen diese Deutung der Versuche sprach zwar das alleinige 
Vorkommen des Koproporphyrins in der Winterhefe, aber 
immerhin waren die Hefemenger, die wir im Winter yer. 
arbeitet hatten, nicht so groB, daB mit unbedingter Sicherheit 
Hamoglobin A ausgeschlossen werden konnte und bei de 
Isolierung des Koproporphyrins in krystallisiertem Zustand 
war die Faulnismethode angewandt. Wenn auch bis jetzt 
noch niemals ein Anhaltspunkt datiir gewonnen werden konnte, 
-daB etwa ein Ubergang der Porphyrine aus der A-Reihe jn 
die Porphyrine der B-Reihe méglich sei, so blieben doch 
immerhin gewisse Bedenken bestehen und diese steigerten sic) 
auBerordentlich, als dann im Laufe des Sommersemesters, ins. 
besondere im Juni, die Menge an Kimmerers Porphyrin in 
Brauereihefe stindig im Wachsen war, so daB sogar einmal 
mehr Kaimmerers Porphyrin als Koproporphyrin § gefunden 
wurde. Die nihere Besichtigung der Ziichtungsanlagen fiir die 
Brauereihefe ergab nun, da8 eine Verunreinigung mit tierischen 
Material sehr wohl méglich ist und zwar dadurch, dab die 
Wiirze zum Abkiihlen in die Kiihlschiffe kommt, die meist unter 
dem Dache angebracht sind und iiber denen ein stiindiger Luftzug 
von der auBeren Atmosphire her herrscht, so daB Flegen durcl 
die Luftstrémung zweitellos mit in die Flissigkeit hineingerissen 
werden kénnen;') im Winter ist natiirlich, insbesondere i 
Miinchen, ein Vorkommen von Fliegen in der Luft giinzlich 
ausgeschlossen und so erklirt sich der Unterschied in den Por- 
phyrinmengen der Winter- und Sommerhefe ohne weiteres.’ 

Voraussetzung ist natiirlich, daB die Fliegen Himoglobun 
besitzen. Nach den Untersuchungen von Mac Munn kam 
hieriiber kein Zweifel sein, und nach diesem Autor kéunten 





1) Niheres iiber die im Brauereibetrieb vorkommenden Verunrei- 
nigungen mit Insekten in H. Will, Anleitung zur Biologischen Unter. 
suchung und Begutachtung von Bierwiirze, Bierhefe usw. 8S. 9, 5. 7 
Miinchen u. Berlin, R. Oldenburg (1909). 

*) Die klare Erkenntnis dieser Sachlage war sehr schwierig da 
durch, daB wir in der Ubergangszeit wechselnde Resultate erhielten 
und teilweise auch Winterhefen-Trockenpriparate nebenher verarbeitete? 
und infolgedessen zu ganz widersprechenden Ergebnissen gelangten. 
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auch die Fliegen die Ursache des Auftretens des Kopro- 


| porphyrins sein insofern, als nach ihm in diesen Tieren neben 


Himoglobin noch ,Myohimatin« vorkommt. Wenn die Ver- 
hiltnisse dann ebenso gelagert sind wie beim Siugetier, wire 


'm erwarten, daB insbesondere im Kot der Fliegen Kopro- 
porphyrin vorhanden ist. Wie schon friher ausgefiihrt, haben 
wir im Hopfen, der ja in den Brauereien immer der Wiirze 


zugesetzt wird, Koproporphyrin spektroskopisch gefunden und 
hiernach kénnte man bei der Brauereihefe noch den EKinwand 
machen, daB das dort beobachtete Auftreten des Kopro- 


porphyrins auch in der Winterhefe durch die Exkremente von 


Insekten bedingt sei, die diese Tiere im Hopfen zur Sommer- 
zeit ablegen. ‘Tatsichlich haben wir im Hopfen in Spuren 
eumal Koproporphyrin gefunden und auch beobachtet, daB in 
Lupulin eingebettet im Hopfen gelegentlich Insekten vor- 
kommen und hierdurch sind wir eine Zeitlang der Ansicht 
gewesen, daB méglicherweise das in der Winterhefe beob- 
achtete Koproporphyrin auch durch tierische Verunreinigung 
bedingt sei. Dem ist jedoch entgegenzuhalten, daB ein Autf- 
schluB der Insekten bei der Hefeautolyse bzw. Faulnis nicht 
erfolgt sein kann, weil sonst auch Kimmerers Porphyrin 
ur Beobachtung hitte gelangen miissen, und Insektenexkre- 
mente haben wir niemals im Hopfen nachweisen k6énnen. 


f Jazu kommt noch, dab wir bei Wiederholung des Versuchs, 


Koproporphyrin im Hopfen nachzuweisen, und auch bei der 
Verarbeitung des Hopfens durch Auskochen mit Wasser 
koproporphyrin nicht haben finden kénnen. 

Trotz alledem aber hielten wir es fiir notwendig, Hefe- 
reinkulturen anzulegen, méglichst nur mit Zucker, Harnstoff 
und anorganischem Niihrmaterial, denn H. Fischer und Hilger 
haben ja nachgewiesen, daB auch in keimender Gerste und dem- 
gemaB auch in ungehopfter Bierwiirze Porphyrine vorhanden 
ind. Die ersten Versuche hat Herr Professor Liters fiir uns 
ausgeftihrt, wofiir wir ihm sehr zu Dank verpflichtet sind; die 
Versuche haben aber zu keinem einwandfreien Resultat gefihrt, 
weil durch den Mangel an Vitaminen und andere Umstiinde 
ifenbar nur ein schlechtes Wachstum der Hefe eintrat. Wir 
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haben die Versuche nun auf anderer Basis selbst aufgenommey 
und zuniichst festgestellt, in wieviel Sommerhefe meistens noch 
eben Porphyrin nachweisbar ist. Dies sind 5g Hefe. (Fiir alle 
im experimentellen Teil angefiihrten Versuche wurde bis jetzi 
Bickerhefe verwendet, teils weil diese ohne Hopfenzusatz ge. 
ziichtet wird, teils wegen der bequemeren Zuginglichkeit. Selbst. 
verstindlich werden die Versuche auch noch mit Brauereihefe 
und verschiedenen anderen Hefearten durchgefihrt, wobei wir 
insbesondere die ,,roten“ Hefen mit untersuchen wollen). Die 
‘ obige Menge haben wir in der Nahrfliissigkeit ausgesit, sie dan 
teils im Licht, teils im Dunkeln, zunichst bei Zimmertemperatw 
von 18—20° wachsen lassen und festgestellt, daB eine betriicht- 
liche Vermehrung der Hefe teilweise auf das 7—S fache ein- 
getreten war. Als Stickstoffquelle haben wir Harnstoff ode 
Ammoncarbonat zugesetzt. Bei allen Versuchen konnte 
einwandfrei spektroskopisch uur Koproporphyrin 
nachgewiesen werden in gewaltig vermehrter Menge, 
so daB hiermit ganz einwandfrei festgestellt ist, da 
die Hefezelle dieSynthese des Koproporphyrins durch- 
zufiihren vermag.) Diese Feststellung in Ubereinstimmung 
mit den Resultaten bei der Winterhefe ist natiirlich von aubBer- 
ordentlicher Bedeutung und wir zweifeln nicht daran, daB das 
Problem, auf welche Weise das Koproporphyrin durch die Hele 
synthetisiert wird, mit Hefeziichtungsversuchen lésbar ist durch 
Zufiigung bestimmter stickstoffhaltiger Kérper, wobei wir sowoll 
Pyrrole als auch Bausteine der Pyrrole und solcher K6rper, die 
zu den Pyrrolen in Beziehungen stehen, wie z. B. Aminocroton- 
siiureester, Acetessigester, Glutaminsiure, Prolin, Oxyprolin, 
Tryptophan, Glucosamin und viele andere im Auge haben. 

Ks liegt auf der Hand, daB diese Versuche nicht nur tir 
die Aufklirung der synthetischen Bildung des Blutfarbstoffs 5 





1) Kimmerers Porphyrin konnte bis jetzt nicht beobachtet werden. 
Demgemib kann auch die in der 8. Mitteilung iiber Porphyrine aut 
gestellte Behauptung vom Dualismus des Blutfarbstoffs in der Hefe nicht 
aufrecht erhalten werden. Es ist in hohem Ma8e wahrscheinlich, da! 
das Auftreten von Kiimmerers Porphyrin in der Sommer-Brauereihct 
nur durch Verunreinigung mit tierischem Material bedingt ist. 
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: yon Bedeutung sein werden, sondern ebenso fiir die (viel wich- 
' tigere) des Hamoglobins A, weil in der Konstitution bestimmt 
' qwischen den Porphyrinen der B-Reihe und der A-Reihe trotz 
- petriichtlicher Verschiedenheit letzten Endes auch wieder weit- 
' gehende Ubereinstimmung bestehen mu8. Dies geht ja schon 
aus den ahnlichen spektroskopischen Befunden hervor. Irgend- 
' einen Anhaltspunkt dafiir, daB die von uns geziichtete Hefe 
: irgendwie pathologisch sei, haben wir nicht gewonnen. Bei 
- der mikroskopischen Untersuchung verhielt sie sich vollkommen 
normal, nur bei der Plasmolyse ist einmal die Verflissigung 
: nicht eingetreten so wie das bei Brauereihefe der Fall ist, 
sondern mehr eine Verschmierung der Gesamtmasse. 


Wir haben auch die Frage angeschnitten, ob nur die 


Synthese des Koproporphyrins erfolgt oder ob die Synthese 
noch weiter geht derart, daB Eisen komplex eingefiihrt wird. 
' Auch diese Fragestellung ist durch Zusatz von ionisiertem 
' Eisen experimentell lésbar und es macht den Hindruck, als 
ob die Synthese bis zum Eisenkomplexsalz fiihren wiirde und 
| darnach wahrscheinlich auch zum entsprechenden Koprohimin 
'und eventuell Himoglobin B. Die Frage, ob auch Himo- 
globin A erzeugt wird, haben wir natiirlich auch zu beant- 
'worten gesucht, jedoch kénnen wir hieriiber erst ein ab- 
schlieBendes Urteil abgeben, wenn unsere Kulturen einen 
: entsprechenden Umfang erreicht haben, denn nach den Re- 
sultaten der Untersuchung der Winter-Brauereihefe kann ja 
'auf jeden Fall Haimoglobin A nur in sehr geringer Menge 
‘vorhanden sein. Selbstverstindlich wird die Untersuchung 
auf Einfiihrung anderer Metalle in komplexer Bindung aus- 
-gedehnt, wobei die Versuche mit Magnesium ein besonderes 
| Interesse besitzen. 


Wenn wir nun sehen, da8 Koproporphyrin B vom Menschen 


: abwirts in der Entwicklungsreihe bis zur Hefe verfolgbar ist 


und da® Porphyrine in der Pflanzenwelt mit Sicherheit nach- 


weisbar sind, so erscheint es berechtigt, die Frage aufzuwerfen, 
ob wir nicht die Hefe als den gemeinschaftlichen Stamm- 
'organismus der Tierwelt sowie der Pflanzenwelt auffassen 
kinnen. Zwar wird die Hefe allgemein zu den Pilzen und 
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damit zu den Pflanzen gerechnet und hier beschrieben. Abe; 
in ihrem Bau und ihren Stoffwechselprozessen erinnert sie jy 
vielem an das héhere Tier. Enthalt die Hefe doch Glykogen 
und Glucosamin') und der Abbau der Aminosiuren durch 
wachsende Hefe geht im normalen Organismus wie bei de 
Hefe in gleicher Weise iiber die Ketonsiuren, wie wir dure} 
die schénen Arbeiten von O. Neubauer?) wissen, und 
H. Kammerer’) hat gezeigt, daB eine deutlich zutage tretende 
Parallelitat zwischen Pankreas- und Hefeantitrypsin besteht, 
Anderseits ist das enorme synthetische Vermégen der Hei 
bekannt. Das hervorstechendste Kennzeichen der Pflanzen nach 
der chemischen Seite hin ist das Vorwiegen der synthetischen 
Prozesse, die gerade bei der Hefe besonders deutlich in E- 
scheinung treten, kann sie doch ihren gesamten Organismi 
aus Kohlehydraten und anorganischem Material aufbauen; die 
Porphyrinsynthese ist dann eine Leistung, die der Chlorophyll 
synthese der Pflanzen an die Seite zu stellen ist. 

So erscheint es immerhin erlaubt zu sein, die Hefe ak 
Bindeglied zwischen Pflanzen- und Tierwelt aufzufassen und 
man kann dann die weitere Annahme machen, daB Chlorophyll 
sowohl wie Himin von Koproporphyrin aus durch weitere Un. 
wandlungen entstehen, die sie fiir ihre Funktionen brauchbar 
machen. Von ganz besonderem Interesse ist natiirlich die 
Konstitutionsaufklirung der Porphyrine der Pflanzenwelt, deren 
Bearbeitung wir begonnen haben und ebenso die Farbstofie 
der Flagellaten, von denen z. B. der griine und_blutrote 
Anderling wegen der griinen und roten Farbstoffe ganz be. 
sonders zur Untersuchung einladen. 

Wir sind zurzeit damit beschiftigt, aus 5 g Hefe mit Zucker 
und sonst nur anorganischem Material bzw. unter Zusatz von 
Harnstoff so viel Hefe zu ziichten, daB die Herstellung vou 
Koproporphyrin in reinem krystallisierten Zustand durchfiihrbar 


1) Niheres hieriiber in der interessanten Studie von Kiister: ,,Det 
Mensch und die Hefe“, Stuttgart, Wissenschaftl. Verlagsgesellsch., 192%: 

*) Diese Zs. Bd. 70, S. 326 (1910/11). 

8) H. Kammerer und L. Mogulesko, Zs. f. Immunitatsforschung 
a. experimentelle Therapie S. 19 (1911). 
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ist. Selbstverstiindlich wird dieser Versuch lingere Zeit in 
Anspruch nehmen und wir hoffen, tiber das Ergebnis und den 
- EinfluB der verschiedenen Faktoren auf die Porphyrinbildung, 
' insbesondere Temperatur und Licht, ferner Anwesenheit von 
| Eisen, bald berichten zu kénnen. 


Versuche. 
Nachdem vor kurzem im Hopfen Porphyrin nach der 


| Kisessig—Athermethode in geringer Menge gefunden wurde, 
: yersuchten wir, den Nachweis unter ihnlichen Verhidltnissen 
zu fiihren, wie sie bei der Bierbrauerei angewandt werden. 
' Ju diesem Zwecke wurden 300 g Hopfen in einer Porzellan- 
_schale dreimal mit je 4—5 Litern Wasser je 4 Stunden lang 
‘unter Nachfiillen des verdampften Wassers ausgekocht. Die 
“ Ausziige wurden dekantiert, filtriert und im Vakuum bei 
/10—90° zur Sirupdicke eingedampft. Die braune zihflissige 
'Masse wurde mit der gleichen Menge Kisessig im Scheide- 
‘trichter geschiittelt, wobei sich tief braungefarbte Flocken aus- 
: schieden. Nach dem Filtrieren wurde mit der doppelten Menge 
\ther geschiittelt, wobei reichlich Farbstoff in den Ather ging. 
'Beim Auswaschen mit Wasser wurde ein Teil der Farbstoffe 
‘dem Ather entzogen und es ergab sich folgender unscharfer 
Spektralbefund: 


I. 666,7—639,8; weiterhin zwei ganz unscharfe Streifen im Orange 


und Griin, die nicht gemessen wurden. Endabsorption 523,5. 


In 5°/, ige Salzsiure ging nichts hinein und spektroskopisch 


}war auch Porphyrin nicht erkennbar. 


Kin 2. Versuch mit Hisessig ging ganz analog; im ge- 


_ waschenen Ather wurde zwar 1 Streifen mit Maximum 532.2 
lestgestellt, aber in 5°/, ige Salzsiiure ging nichts hinein. Hier- 
‘tach ist es fraglich, ob tiberhaupt unter den in der Brauerei 
angewandten Verhiltnissen aus Hopfen Porphyrin in die Wiirze 
gelangen kann. 


Uber Hefeporphyrine. 
Wie schon erwihnt, wurde bis jetzt ausschlieBlich ober- 


farige PreBhefe (Bickereihefe) verwendet und die untere 
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Grenze der Nachweisbarkeit des Porphyrins festgestellt. |) 
5 g kann man im allgemeinen noch eben das Porphyrin. 
spektrum beohachten, jedoch nicht immer. So wurden z, B 
3 Proben derselben Hefe zu je 5g nach der Kisessig—Ather. 
methode mit folgenden Resultaten untersucht: 


I. Probe: Atherlésung: Schwacher Schatten bei 632,8 und 4919, 

Il. Probe: Atherlésung: Schwacher Schatten bei 633,0 und 493.9, 

III. Probe: Atherlésung: Nur tiuBerst schwache Schatten, die nicht 
mehr deutlich meBbar waren. 


Als Nahrlésung verwandten wir Kokosmilch, die mit Robr. 
zuckerlésung versetzt war und die nur Spuren von Koproporphyrin 


enthielt, ferner Zuckerlésung mit Harnstoff und Ammoncarbonat & 


als Stickstoffquelle unter Zusatz von Natriumphosphat. 


Kokosmilchversuch. 


Ansatz: 2,5 Liter 5°/,ige Zuckerlésung (in Brunnenwasser). 
0,5 Liter filtrierte Kokosmilch. 
1 g Harnstoff. 


In einem Vorversuch wurde 1 Liter der Kokosmilch auf 
Porphyrin untersucht und festgestellt, daB dies eben nachweisbar 
war. Der gesamte obige Ansatz wurde dann sterilisiert, mit 
GarverschluB erkalten lassen und dann mit 5 g untersuchter 
Hefe versetzt. Die Girung begann alsbald und wurde bei 
etwa 25° durchgefiihrt. Nach 11 Tagen wurde dekantiert und 
abgesaugt. Es war eine Vermehrung auf etwa 35 g Hefe ein- 
getreten, die mikroskopisch durchaus normal war. 


Nach Plasmolyse mit reichlich Kochsalz wurde mit Eisessi 
versetzt und nach lingerem Schiitteln der Ather in kleinen 
Portionen zugegeben, um plétzliches Ausflocken zu vermeiden. 
Ks wurde dreimal mit Wasser gewaschen und dann in 5°/,iget 
Salzsiure spektroskopiert in 10 cm Schicht bei 0,070 mm 
Spaltbreite. Der Spektralbefund war sehr deutlich. 


I. 591; IL. 548,1. 


In iiblicher Weise wurde das Porphyrin in Ather hiniber- 
getrieben, der Ather war deutlich rosa gefirbt und ergab it 
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: 10 cm Schicht bei 0,050 mm Spaltbreite ein deutliches Kopro- 
_ porphyrinspektrum. 


I. 626,4—621,1; II. iiuBerst schwacher Schatten bei etwa 597,3 ; 




















623,8 
Ill. breites Band, das 2 Max. hat, 581—573,1 ; 570,2—566,8; IV. breiter 
4 577,0 568,5 
| unsymmetrischer Streifen nach kurzer Vorbeschattung 539,5—522,6; 
| 581,0 
| \. breiter Streifen nach kurzer Vorbeschattung 506,4—487,2;  End- 
7 496,8 
‘absorption 440,3. 
: In 25°/,iger Salzsiure: 
I. 597,5—590,0 ; Il. schwacher Streifen 576,8—569,0; 
593,7 572,9 


PUI. 558,7—542,2 . 





550.4 


Dieser Versuch ist sehr bemerkenswert, da fiir die 35 g 


‘ Hefe die Ausbeute an Koproporphyrin relativ enorm war. Im 
‘Vergleich mit den folgenden Versuchen hatte hier der Ather 
‘die intensivste F irbung, so wie man sie etwa aus 100 und 
200 g gewohnlicher Hefe (nach Plasmolyse) erhilt. Ob dies an 
‘der erhdhten Temperatur oder an der niederen Zucker- 
“konzentration liegt oder an der relativ reichen Menge Stickstoff, 
‘uuB noch nither gepriift werden. 


1. Harnstoffversuch. 


Ansatz: 3 Liter 10°/,ige Rohrzuckerlésung, 
1 Liter 10°/,ige Traubenzuckerlisung, 
2 Liter Brunnenwasser. 


Davon wurden 2 Liter mit 1,5 g Harnstoff versetzt, mit 


'¢ Bickerhefe geimpft und unter ofterer Liiftung 7 Tage lang 
am diffusen Tageslicht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Das Hefewachstum war schlecht. Wir erhielten nur 8 g Hefe, 
Der Zuwachs an Porphyrin war aber relatiy enorm. Der Ather 
war deutlich rétlich gefirbt. 


Spektralbefund in Atherischer Lisung: 10 cm Schicht. 


Npaltbreite 0,120 mm. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 5 
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I. 625,8—620,9 ; Il. sehr schwacher Schatten bei 5969. 
623,4 

IIT. 582,4—572,3, 570,3—566,3; IV. 533,4—524,0; V. 506,5—4975. 

577,3 568,3 528.7 496.9 > 


Endabsorption 440,6, 
DaB tatsichlich Koproporphyrin vorliegt, geht aus dy 
Salzsiurezahlen eindeutig hervor. 
In 25°/,iger Salzsiure: 
I. 596,7—590,0; IL. 558,0—542,5. 
593,3 550,2 








2. Versuch mit Harnstoff und Ammoniumearbonat. 


Beim ersten Harnstofiversuch war wahrscheinlich wege 
Mangel an Phosphorséure ein geringes Wachstum der Hef 
eingetreten, weshalb in folgenden Versuchen neben Stickstof 
quellen noch Natriumphosphat zugesetzt wurde. Es wurde 
zwei Versuche unter sonst gleichen Bedingungen ausgefiilrt 
der eine mit Harnstoff, der andere mit Ammoniumcarbonat 


Ansatz: Je 2 Liter 10°/,ige Zuckerlésung, 
1 g Harnstoff (bzw. Ammoniumearbonat), 
| g Natriumphosphat, 
5 g derselben vorher untersuchten Hefe (Porphyrin ebe 
noch nachweisbar). 

Nach 10 Tagen hatte sich die Hefe auf 16 ¢ bei Ham: 
stoff und 15,5 g bei Ammoniumcarbonat vermehrt, so dal 
innerhalb der Fehlergrenzen kein Unterschied besteht. (Ki 
muf hier noch erwihnt werden, dab wir das Gewicht der Hei 
sowohl vor wie nach dem Versuch unter Einhaltung derselbe 
Bedingungen bestimmten. Die PreBhefe wurde im doppelter 
Giewicht Wasser suspendiert, um sie von anhaftendem Substrat 
zu reinigen, dann auf der Nutsche abgesaugt und nach Ve- 
sickern des Wassers noch 20 Minuten weitergesaugt. Eben 
wurde mit der gewachsenen Hefe verfahren. In bezug all 
Produktion von Koproporphyrin waren beide Versuche qualitati' 
und quantitativ gleich. In beiden Fallen war reines Kopro 
porphyrin entstanden, was ohne weiteres aus folgendem Spektral: 
befund hervorgeht: 10 cm Schicht, Spaitbreite 0,050 mm (ganz! 
Atherlésung): 








10,9: 
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Harnstoffversuch: Ammoncarbonatversuch: 
Atherlésung: In beiden Fillen auBSerst deutliches Koproporphyrin- 
spektrum: 

{, 625,3-—621,4 ; I. 625,5 —621,0 ; 
623,4 623,7 
Il. sehr verwaschen ; II. sehr verwaschen; 
III. 582,8—574,9; 570,3—566,43 TIT. 582,3—574,5; 570,3—566,2 ; 
578,8 568,3 578,4 568.2 
PV. 536,2—523,9 ; IV. 534,5—523,8 ; 
530,0 528,3 
V. 506,6—488,2 ; V. 504,6—486,6 ; 
497,4 495,6 
Kndabsorption 442,2. Endabsorption 441,8, 
25°/,ige Salzsiure: 
I, 598,2—589,1 ; I. 598,2—590,1; 
593,7 594,1 
I]. 557,4—545,8 . I]. 558,4—545,3 . 
551,6 551,38 


Der zuerst erhaltene Ather, dem mit 5°/,iger Salzsiiure 


das Porphyrin entzogen war, wurde im Vakuum eingedampft 


und der schwach gelb gefirbte Riickstand, der sich in Pyridin 


‘unter Farbvertiefung léste und deshalb die Vermutung er- 


weckte, daB Blutfarbstoff vorliegen kénne, spektroskopiert, 
wobei jedoch auch in 10 cm Schicht nichts zu erkennen war. 


Die Frage, ob die Farbstoffsynthese der Hefe bis zum Eisen- 
' komplexsalz geht, kann deshalb nur durch Versuche im gréf8eren 


MaBstab entschieden werden. 

Bei dieser Gelegenheit wollen wir auch noch anfihren, 
daB mehrere Versuche mit Harn, der nur Spuren von Porphyrin 
enthielt, verarbeitet worden sind. Auch hier trat stets eine 
Vermehrung an Koproporphyrin und besonders auch ,,Himin“ 
ein. Diesen Versuchen wollen wir jedoch vorliufig keine ent- 
scheidende Bedeutung beilegen, weil der Harn doch immerhin 
0 kompliziert zusammengesetzt ist, da& schwerwiegende Schlub- 
folgerungen nur auf breitester Basis gezogen werden kénnten. 


Untersuchung des verwendeten Zuckers. 
Ks war die Vermutung nicht von der Hand zu weisen, 
dab Verunreinigungen des Zuckers einen Einflu® auf die Ent- 


» 
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stehung des Porphyrins haben kénnten. Es war deshalb not. 
wendig, unseren Zucker (es handelte sich um 2 Sorten Raffinade. 
nimlich Krystall- und Staubzucker) einer Untersuchung 2; 
unterziehen. Wir setzten deshalb Hefeziichtungsversuche ay, 
in denen abgesehen vom verwendeten Zucker sonst alle Be. 
dingungen iibereinstimmend gehalten wurden. Zum Vergleic) 
wurde reinste Saccharose (Kahlbaum) verwendet, auferden 
wurde ein Versuch mit ganz unreinem, braunem Farinzucke; 
angesetzt. In allen vier Fallen wurde 2 Liter 10°/,ige Zucker. 
lésung mit 50 ccm des gleichen untersuchten Harns (in 1 Liter 
desselben Harns konnte eben deutlich Koproporphyrin nach. 
gewiesen werden) und 5g derselben Hefe versetzt. Das Resultat 
war folgendes: 

Die Vermehrung des Porphyrins verglichen an der Deut. 
lichkeit des Spektrums des ganzen Athers bzw. der ganzen 
Salzsiurelésung war innerhalb der Fehlergrenzen in allen 
vier Fiillen gleich, Wenn man die minimalen Unterschiede 
in Betracht zieht, so war die Reihenfolge nach Porphyrin- 
zuwachs folgende: 

Farinzucker > Krystallzucker > reinste Saccharose > Staubzucker. 

Aus der Reihenfolge geht hervor, da’ der Reinheitsgrad 
des Zuckers keinen Einflu8 auf die Porphyrinvermehrung aus- 
iibt. Die letzten drei Zuckerarten, von denen wir zu den 
bisherigen Versuchen nur den Staubzucker verwendeten, ver- 
hielten sich, sowohl was die Vermehrung an Porphyrin als das 
Hefewachstum betrifft, gleich. 

Nach Hefewachstum geordnet: 

Farinzucker (23 g) > Krystallzucker (19,5 g) > reinste Saccharose (19 g) 
> Staubzucker (18,5 g). 

Lediglich der Farinzucker gab entsprechend dem stirkeren 
Hefewachstum etwas mehr Porphyrin. Jedenfalls kann der 
von uns verwendete Zucker als Quelle fiir die Porphyrin- 
bildung nicht in Frage kommen. 
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Uber die Extraktivstoffe der Lungen. 


Von 
S. Kaplansky. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Laboratorium der 1. Staatsuniversitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1924.) 


Die Frage nach den Extraktivstoffen der Lungen ist noch 
wenig erdrtert. Die in der Literatur befindlichen Angaben 
dariber sind nicht zahlreich und riihren hauptsichlich von 
‘ilteren Autoren her, wobei in vielen Fallen die Méglichkeit 
der Autolyse, Einwirkung von Mikroorganismen und dergl. 
keineswegs ausgeschlossen ist. Von den Purinkérpern sind in 
den Lungen Guanin, Adenin, Xanthin, Hypoxanthin und Harn- 
siure}}, von Aminosiuren Leucin, Tyrosin und Taurin?) ge- 
funden worden. Bei den Nierenkrankheiten enthalten die 
Lungen auch Harnstoff. Somit sind die Kenntnisse iiber die 
Extraktivstoffe der Lungen ziemlich diirftig und speziell muB 
die Frage, ob in den Lungen die charakteristischen Bestand- 
teile des Muskelgewebes: Carnosin, Methylguanidin und Car- 
nitin vorhanden sind, als eine durchaus offenstehende betrachtet 
werden. Auf Herrn Prof. Dr. W]. Gulewitschs Veranlassung 
hin habe ich eine chemische Untersuchung des Lungenextraktes 
unternommen, hauptsichlich, um die Frage iiber das Vorhanden- 
sein dieser 3 Basen zu entscheiden. Meine Untersuchungen wurden 
unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. W1. Gulewitsch aus- 
gefiihrt und ich halte es fiir eine angenehme Pflicht, meinem 


ee 


1) N. Sieber u. W. Dziergowsky, Diese Zs. Bd. 62, 5. 219 (1909). 
*) 0. Hammarsten, Lehrbuch der phys. Chemie. 9. Aufl. 8. 898 





(1929), 
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geehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. Wl. Gulewitsch fiir seine 
schitzbaren Ratschlige und seine bestiindige Bereitwillickeit, 
mir zu Hilfe zu kommen, meinen tiefen Dank auszusprechey, 


i 


Um die Stickstoffverteilung zwischen verschiedenen Irak. 
tionen des Extraktes zu untersuchen, wurde ein Extrakt aus 
2 kg frischen Lungengewebes bereitet. Die Verarbeitung des 
Extraktes wurde nach der in hiesigem Laboratorium in letzte 
Zeit angewandten Methode!) ausgefiihrt; um einen klaren Ex. 
trakt zu bekommen, muBte er mit essigsaurem Blei vorbehandelt 
werden. Die Ergebnisse der Stickstoffbestimmung in den ver. 
schiedenen Fraktionen des Lungenextraktes sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt; zur Vergleichung und Orientierung 
sind in dieser Tabelle auch die Angaben anderer Autoren, 
die mit Extrakten verschiedener Organe gearbeitet haben, 
zusammengestellt.?) 




















Aut 100 g frischen Gewebes kommt 5 e, S 3 5 $ 5 e 5 ss 
Extraktivstickstoff in Gramm © 8ilo sis @is aid & 
2-10 £1 co) o 
1. Extrakt vor der Fallung mit essig- 
saurem Blei. . . . . . . . . | 0,191] 0,411 | 0,214 | 0,187 | 0,360 
2. Extrakt nach der Fallung mit essig- 
saurem Blei. . . . . . . . . {0,106] — | 0,161 
8. Quecksilberniederschlag . . . . {0,025]0,103} — _- — 
a) Silberniederschlag . . . . .}|0,011] — —— — -- 
b) Silberbarytniederschlag . . . |0,006)0,065]0,004| — 10,030 
4, Phosphorwolframniederschlag . . |0,012]0,1283] — — _ 
a) Silberniederschlag . . .. .] — ~- — a — 
b) Silberbarytniederschlag . . . 40,005] — ~~ — — 
c) Wismutjodidniederschlag . . . 0,004) — _ — — 
5. Filtrat vom Phosphorwolframnieder- 
eeblag. 2 6s te ew tl lw we OE ORS] — : 0,230 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Menge des ge- 
samten Extraktivstickstoffs in den Lungen zweimal so klein 

1) J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214 (1914). 

*) S. Demjanowsky, Diese Zs. Bd. 132, 8S. 110 (1924). 
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jst, wie die des Muskelgewebes und der Menge des Extraktiv- 
 stickstoffes der Nieren und Leber gleich ist. Die Quantitiit 
' aes Extraktivstickstoffes, die sich im Quecksilberniederschlag 
| befindet, ist fiinfmal und im Silberbarytniederschlag zwélfmal 
so Klein wie in den Fraktionen des Muskelgewebes. Die gréBte 
; Menge des Stickstoffes betindet sich im Filtrat vom Phosphor- 
 wolframniederschlag. 


Ei. 


18kg Ochsenlungen von eben geschlachteten Tieren wurden 


 sorgfiltig von GefiiBen gereinigt, durch die Fleischhackmaschine 
: zerkleinert, gewogen (die Menge betrug 14 kg) und dreimal mit 
F Wasser extrahiert, wobei die Temperatur des Extraktes 60—65° 
‘ war. Die vereinigten kolierten Extrakte wurden bis zum Sieden 
_ erhitzt und mit Essigsiiure schwach angesiuert. Die koagu- 
- lierten EiweiBstoffe wurden abfiltriert, das erhaltene Filtrat 
1 eingeengt und mit einer 10°/,igen Quecksilbersulfatlésung in 


5°/,iger Schwefelsaure gefallt. 

A. Dieser Quecksilberniederschlag wurde abgesaugt, aus- 
sewaschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Quecksilber- 
sulfid abfiltriert, das sauer reagierende Filtrat mit Barythydrat 
neutralisiert und mit Silbernitrat gefallt. 


A. 1. Der so erhaltene Silberniederschlag wurde abfiltriert 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Silber- 
sulfid ergab einen weiBen Niederschlag mit einer ammoniaka- 
lischen Silbernitratlésung, enthielt also Purinkérper. Es wurde 
weiter nicht untersucht. 


A. 2. Das Filtrat vom Silberniederschlag wurde mit Silber- 
nitrat und Barythydrat auf die iibliche Weise gefallt, der 
Silberbarytniederschlag abgesaugt, sorgfiltigst ausgewaschen 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das alkalisch reagierende 
Filtrat vom Silbersulfid wurde auf dem Wasserbade bis zur 
Sirupdicke eingeengt und stehen gelassen. Nach 2 Monaten 
verwandelte sich der Sirup in eine trockne Masse, ohne eine 
Neigung zur Krystallisation zu zeigen. Die Lésung der Sub- 
stanz war linksdrehend. Nach der Fiillung der Flissigkeit 
mit einer Lésung von Quecksilberjodid in Natriumjodid und 
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mit Salzsiure, wobei das Carnosin nicht gefillt wird, erwies 
sich das Filtrat als optisch inaktiv, enthielt also kein Carnosip, 

B. Aus dem Filtrat vom Quecksilberniederschlag wurde 
das Quecksilber entfernt, die Fliissigkeit mit Barythydrat nev. 
tralisiert und mit Phosphorwolframsiure so lange gefillt, his 
eine 1°/,ige Lésung derselben keine Fallung mehr bewirkte 
Der Phosphorwolframniederschlag wurde abgesaugt, aus. 
gewaschen und mit Barythydrat zweimal verrieben. — J)a; 
Filtrat vom phosphorwolframsauren Baryt wurde mit Kohlen- 
_ Siure gesattigt und mit Magnesiumoxyd, behufs der Austreibung 
von Ammoniak, abgedampft. Das neue Filtrat wurde mit 
Salpetersiure neutralisiert und mit Silbernitrat gefillt. 

B. 1. Der erhaltene Silberniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Filtrat, welches neutral reagierte, 
wurde bis zur Sirupdicke eingeengt. Der Sirup krystallisierte 
nach 2 Monaten nicht. Die Lésung dieser Substanz zeigte 
die charakteristischen Reaktionen (Jaffé, Weyl und Sal. 
kowski) des Kreatinins. 

B. 2. Das Filtrat vom ersten Silberniederschlag wurde 
mit Silbernitrat und Barythydrat gefallt. Der Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das schwach alkalisch reagie- 
rende Filtrat mit Salpetersiure neutralisiert und auf dem 
Wasserbade bis zur Sirupdicke eingeengt. Der Sirup krystalli- 
sierte nicht. Die Loésung der Substanz drehte nach links: 
a =—2,74° bei 7=1 dm, v=50 ccm. Somit ergab die 
Untersuchung des zweiten Silberbarytniederschlags nach Methy!- 
guanidin ein negatives Resultat. 

B. 3. Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag wurde mit 
Kohlensiure und Schwefelwasserstoff behandelt und mit einer 
Lésung von Wismutjodid in Natriumjodid gefallt. Der 
entstandene sehr spiirliche Niederschlag wurde abgesaugt und 
durch das Zerreiben mit frisch gefilltem Bleioxydhydrat zer- 
setzt. Die filtrierte Fliissigkeit wurde mit Schwefelwasserstofi 
entbleit und das fast neutral reagierende Filtrat zur Trockne 
eingedampft, wobei nur ein sehr geringer Riickstand erhalten 
wurde. Somit konnte aus dem Lungenextrakt kein Carnitin 
isoliert werden. 
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Aus dem Dargelegten folgt, da& trotz einer sorgfaltigen 
Untersuchung des Lungenextraktes es nicht gelungen ist, unter 
den Extraktivstoffen der Lungen das Vorhandensein folgender 
Basen: Carnosin, Methylguanidin und Carnitin darzutun. Es 
wurde aber die Gegenwart einer linksdrehenden Verbindung 
festgestellt. 

Da die Fraktion B 1 eine scharfe Reaktion auf Kreatinin 
gab, welches meines Wissens unter den Extraktivstoffen der 
Lungen noch nicht gefunden ist, so habe ich einen Versuch 
semacht, um Kreatinin aus dem Lungenextrakt auszuscheiden. 

Aus 3 kg frischer Lungen wurde auf die iibliche Weise 
ein Extrakt bereitet, welcher mit Bleiacetat gefallt wurde. 
Das mit Schwefelwasserstoff entbleite Filtrat wurde bis zur 
Sirupdicke eingeengt und mit Alkohol extrahiert; diese Be- 
arbeitung noch dreimal wiederholt und die erhaltenen alko- 
holischen Ausziige mit einer alkoholischen Lésung des ge- 
schmolzenen Chlorzinks gefillt. Es bildete sich ein weiBer 
Niederschlag, welcher aus mikroskopischen Krystallen bestand, 
die mit Krystallen von Chlorzinkkreatinin identisch waren. 
Die Menge des Niederschlages war so gering, daB er nicht 
weiter untersucht werden konnte. 

Ich habe noch eine Nachpriifung der Arbeit Poulets'| 
unternommen, welcher berichtet, daB ihm aus dem Schweine- 
lungendialysat eine krystallinische Siure auszuscheiden gelungen 
ist, die er Pulmoweinsiiure genannt hat. Diese Saure wurde 
durch Fallung des Lungendialysats mit Bleiacetat gewonnen 
und gab dieselben Reaktionen wie die Weinsiure, hinderte 
aber die Fallung der Kupferoxydsalze nicht. Bei der Unter- 
suchung der Dialysate von 2 Schweinelungen, die genau nach 
der Methode Poulets ausgefiihrt wurde, konnte ich die An- 
gaben von Poulet nicht bestitigen. 





1!) V. Poulet, Archives de Physiologie [4], Bd. 1, 8. 178 (1888). 
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Weiterer Beitrag zur Tryptophan-Aldehydreaktion. 


Von 


Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


Vor einiger Zeit habe ich gemeinsam mit E. Bohringer! 
eine neue Modifikation der Tryptophan-Aldehydrexktion be- 
schrieben, die sich zur kolorimetrischen Tryptophanbestimmung 
eignet. Wir versetzten eine Lésung bzw. Suspension des zu 
untersuchenden Stoffes in Wasser mit einer etwa 15°/, igen 
Salzsiure, die Spuren Formaldehyd enthielt (in 500 ccm etwa 
6 ccm einer 0,1°/,igen Formaldehydlésung), lieBen dann vor- 
sichtig unter Schiitteln konz. Schwefelsiure zuflieBen und er- 
hielten bei Anwesenheit von gebundenem oder freiem Tryptophan 
eine charakteristische Blauviolettfirbung. Wir beobachteter 
damals bereits, da8 die Farbreaktion nicht sogleich mit voller 
Stirke. eintritt, sondern daB das Maximum erst nach einiger 
Zeit erreicht ist. Weitere Erfahrungen ergaben nun, daf die 
Erreichung des Farbmaximums verschieden schnell eintritt, je 
nachdem einerseits freies Tryptophan fiir sich oder anderer- 
seits im HiweiB gebundenes Tryptophan bzw. freies Tryptophan 
in an sich tryptophanfreier Eiwei8lésung (z. B. Gelatinelésung 
zur Reaktion verwandt wurden. 





') Diese Zs. Bd. 124, S. 287 (1928). 
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Durch diesen Umstand und durch die kiirzlich erschienene 

Arbeit von O. Fiirth und Z. Dische?), die fiir die Voisenetsche 
| Reaktion in der Auswirkung ein ihnliches Verhalten kon- 
statieren, angeregt, habe ich weitere Untersuchungen an- 
: gestellt. Diese ergaben, dai die Reaktion mit freiem Tryptophan 
in wibriger Losung zur Krreichung der gréf8ten Farbintensitit 
' eine erheblich lingere Zeit bendtigt, als bei der Verwendung 
yon gebundenem ‘Tryptophan oder von freiem Tryptophan in 
einer Gelatine enthaltenden Lésung. Durch Vergleiche mit einem 
-mehrere Tage alten T'ryptophanstandard, der die gréSte Farb- 
' stirke erreicht hatte, stellte ich fest, daB das Maximum der 
- Reaktion mit freiem Tryptophan erst nach etwa 5taigigem 
' Stehen erreicht ist, wihrend gebundenes Tryptophan oder 
| Tryptophan in Gelatinelésung bereits nach wenigen Stunden 
die intensivste Farbung aufweist. 
Bei unsern damaligen Versuchen fanden wir, daB die 
Gegenwart von Kiwei8 in keiner Weise auf die Reaktion von 
KinfluB ist. Diese anscheinend im Widerspruch mit meinen 
neueren HErfahrungen stehende Beobachtung klirte sich bei 
der Durchsicht meines damaligen Laboratoriumjournals, aus 
dem einwandfrei hervorgeht, daB ich als Vergleichsstandard 
eine mehrere ‘lage alte Reaktion mit freiem Tryptophan be- 
nutzte, die natiirlich schon eine maximale Farbstirke erreicht 
hatte. Ferner stellten wir seinerzeit Versuche dahingehend 
al, ob sich die Farbintensitit der Reaktion nach lingerem 
Stehen veriindert und stellten fest, da& dieses in gewissen 
Hehlergrenzen innerhalb von 24 Stunden nicht der Fall war. 
Hitten wir damals unsere Vergleiche auf einen langeren Zeit- 
raum erstreckt, so waren wir sicherlich auf die jetzigen Be- 
ohachtungen gestoBen. 

Diese Erscheinung nun, daB freies und gebundenes Tryp- 
tophan verschieden rasch reagieren, versuchte ich auf mehreren 
Wegen zu erkliren. Zunichst dachte ich an die Méglichkeit, 
daB das freie Tryptophan, in dem erwiesenermaBen der Indol- 
ring bei dieser Art von Reaktionen der agierende Faktor ist, 





‘) Biochem. Zs. Bd. 146, S. 275 (1924). 
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durch seine weiteren, unbesetzten reaktionsfaihigen Gruppe, 
(NH,, COOH) an einem raschen Eintreten der Reaktion yy} 
intensiver Farbstirke gehindert ist. Diese Annahme ward 
jedoch hinfallig bei der Feststellung, daB freies Tryptophan j; 
Gelatinelésung genau so schnell reagiert wie im Eiweif ge. 
bundenes. Da die in Erscheinung tretende  blauviolett 
Farbung wohl sicher auf einen kolloidal verteilten Farbstof 
zurickzufiihren ist, kénnte man an eine schutzkolloidak 
Wirkung des Eiweifmolekiils denken. Jedoch auch = dies 
Annahme erwies sich als irrig bei der Priifung von_ nich 
kolloiden KiweiBbausteinen auf ihre Fahigkeit, den maximaley 
Austall der Reaktion mit freiem ‘Tryptophan beschleunig: 
herbeizufiihren. Ich priifte verschiedene Polypeptide, Diketo. 
piperazine und Aminosiiuren und fand, daB von diesen iw 
Prolin, terner die diese Aminosiure und Oxyprolin als Ban. 
steine enthaltenden Stoffe eine deutliche Wirkung in jener 
Richtung ausiibten. Durch weitere Versuche mit Pyrrol uni 
einigen den Pyrrolring enthaltenden Verbindungen konnte das 
gleiche Ergebnis erzielt werden. Alle diese wirksamen Sub- 
stanzen gaben ohne Tryptophan fiir sich untersucht keine 
positiven Ausfall der Reaktion. Mithin scheint es, dab die 
den Pyrrolring enthaltenden Bausteine des HKiweiBmolekiils 
— insonderheit Prolin und Oxyprolin — die Faktoren sind, 
welche den maximalen Ausfall der Tryptophanreaktion in er- 
heblich kiirzerer Zeit bedingen, als er ohne sie allein mit 
freiem Tryptophan in wiBriger Lésung erreicht wird. Welches 
die Ursachen dieser Wirkung sind, und inwieweit sich diese 
Befunde zur Erkennung von Prolin bzw. Prolinderivaten ver- 
werten lassen, miissen weitere eingehende Untersuchungen er- 
geben, die ich mir vorbehalte, an einem umfangreicheren 
Material durchzufiihren. Ferner werde ich auch — nach 
weiterer Klarstellung — priifen, ob die vorliegenden Ergeb- 
nisse von HinfluB sind bei der quantitativen, colorimetrischen 
Tryptophanbestimmung in Proteinen. 

Bemerken michte ich noch, daB bei Zugabe einer mini- 
malen Menge eines oxydierenden Agens ebenfalls eine  ve- 
schleunigte Herbeifiihrung der gréBten Farbintensitat erreicht 
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wird. In dieser Art der Ausfiihrung kommt die Reaktion in 


nahe Beritthrung mit verschiedenen anderen Modifikationen der 


_ Tryptophan-Aldehydreaktion, die in unserer ersten Arbeit iber 
| dieses Gebiet ausfiihrlich angegeben wurden. Bei diesen Modi- 
| fikationen ist der Vorgang im wesentlichen wie folgt: Eine 


{ryptophan enthaltende Liésung wird mit einer geringen Menge 
ines Aldehyds und eines oxydierenden Agens versetzt, und 
durch Verteilen von konz. Schwefelsiure in der Lésung oder 


' durch Kochen mit Salsiiure usw. das Eintreten der Reaktion 
; bewirkt. Von Interesse ist nun die Frage, ob sich bei diesen 
' Ausfiihrungen der Reaktion das oxydierende Agens in seiner 
j Wirkung durch Prolin usw. vertreten laBt. Dies ist nach 
_ meinen Erfahrungen nicht der Fall. 


Versuchsteil. 


Die Verinderung der Farbintensitit bei lingerem 
Stehen der angestellten Reaktion. 


Die einzelnen Proben wurden in der seinerzeit beschrie- 


_ benen Weise angestellt (5 com Tryptophanlésung hekannten 
| Gehalts + 5 ccm formaldehydhaltiger 15°/, iger Salzsiiure 


+10ccm konz. Schwefelsiiure). Die verwandte Tryptophan- 
menge war stets die gleiche. 

Zuniichst verglich ich eine etwa 10'Tage alte Tryptophan- 
standardprobe mit einer frisch bereiteten Reaktion, der ich 
Gelatine zugefiigt hatte. Ich stellte fest, da& die frisch 
bereitete Probe in etwa 4—5 Stunden die gleiche Farbstiirke 
erreicht hatte, wie sie die alte Standardprobe aufwies. Zu 
den gleichen Resultaten gelangte ich, wenn ich den Proben 
Prolin, prolinhaltige EiweiBabbauprodukte, einen Tropfen einer 
1°/,igen Wasserstoffsuperoxydlésung oder wenige Tropfen einer 
stark verdiinnten Natriumnitritlésung zusetzte und sie dann 
mit dem alten Standard verglich. 

Kin Vergleich einer gelatinehaltigen Probe von gréBter 
Farbintensitét mit einer frisch bereiteten Reaktion mit nur 
lreiem Tryptophan ergab die folgenden Daten. Die Zahlen 
geben die Skalenablesung auf dem Colorimeter wieder. 
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i il 
a ee Ce 
Gelatine ent- Probe mit freiex, 


Zeitpunkt des Vergleichs P. 
| haltende Probe Tryptophan fii; 








sich 
etwa 10 Min. nach Ansetzen der Probe II 6 17,2 
nach 48stiindigem Stehen. . .. . 6 11,5 
nach 120 =, - x ey te oe 6 6,1 


Hieraus ist ersichtlich, daB eime Probe mit freiey 
Tryptophan ohne den Zusatz der beschleunigend wirkenden 
Stoffe etwa 5 Tage bendtigt, um die maximale Farbstiirke m 
erreichen. 


Feststellung der Stoffe, die ein beschleunigtes hin. 
treten der gréBten Farbstarke herbeifiihren. 


Die Proben wurden unter Einhaltung der vorhin an. 
gegebenen Versuchsanordnung hergestellf und jedesmal vor 
dem Unterschichten mit konz. Schwefelsiiure die zu_priifende 
Substanz hinzugesetzt. Die Verschiedenheit im Ausfall de 
Reaktion war so stark, daB sie mit dem bloBen Auge mit 
Sicherheit registriert werden konnte, und es somit nicht nitig 
war, fir die Vergleiche ein Colorimeter heranzuziehen. Die 
untersuchten Substanzen verhielten sich in bezug auf die Er- 


reichung der maximalen Farbstirke: 


beschleunigend nicht beschleunigend 
d,l-Prolin Alanin 
Glycyl-prolinanhydrid Phenylalanin 
Diprolyl-valinanhydrid Tyrosin 
Glycyl-di-oxyprolinanhydrid Glutaminsiiure 
Wasserstoffsuperoxyd (in starker Cystin 

Verdiinnung) Cystein 
Natriumnitritlisung (in  starker Glycyl-tyrosin 

Verdiinnung) Glycyl-leueyl-glycin 
Pyrrollésung Diglycyl-cystin 
Pyrrolidonylamid Glycinanhydrid 
Pyrrolidoncarbonsiure Phenylalaninanhydrid 


(yelatine 


Tyrosinanhydrid 
Seidenpepton (tryptophanfrei) 
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Aus der Zusammenstellung geht hervor, daB neben den 


F oxydierend wirkenden Stoffen von den untersuchten Substanzen 
4 nur Prolin, Prolinderivate und diese Aminosiiure enthaltende 
; Verbindungen befihigt sind eine intensive Farbreaktion in 
‘kurzer Zeit herbeizufiihren. Pyrrol, Pyrrolidonylamid und 
| Pyrrolidoncarbonsiure besitzen eine sichtbar schwiichere 
j Wirkung als Prolin. 


Zusammenfassung. 
Ks wurde festgestellt, daB die gré8te Farbstirke der 


- seinerzeit beschriebenen Tryptophan-Aldehydreaktion bei freiem 
‘tryptophan nach erheblich langerer Zeit erreicht wird als bei 
| Verwendung von im KiweiB gebundenen Tryptophan bzw. von 
freiem Tryptophan und Zusatz eines die Reaktion beschleu- 
_nigenden Stoffes. 


Als Substanzen mit einer den maximalen Ausfall der 


' Reaktion beschleunigt herbeifihrenden Wirkung wurden er- 
: kannt: Prolin, Prolinderivate und Prolin als Baustein ent- 
_haltende KiweiBprodukte. 














Uber Metallsalze einfacher Nucleinsduren. 
Vou 
S. Izumi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


Durch die Arbeiten von H. Steudel und KE. Peiser' 
sind die einfachen Nucleinsiuren verhiiltnismiBig leicht 2. 
gingliche Substanzen geworden. Man kann die Guanylsiiue 
und die Adenylsiiure sehr bequem aus Hefenucleinsiiure dar- 
stellen, die als solche oder als Natriumsalz im Handel ist und 
leicht in jeder beliebigen Menge beschafit werden kann. Man 
lést die Hefenucleinsiiure in schwacher Natronlauge bei 
Zimmertemperatur auf, liBt (bei etwa 15—17°) 12—24 Stunden 
stehen und fiallt bei Gegenwart von Natriumacetat mit Alkobol: 
die Alkoholfillung wird in warmem Wasser gelést, mit 
Natriumacetat versetzt und mit Kisessig gefallt. Der ent: 
stehende Niederschlag von guanylsaurem Natrium kann leicht 
in das krystallisierende basische Natriumsalz _ iibergefiihrt 
werden. Aus dem Filtrat von der Guanylsiiurefillung list 
sich durch Fillung mit Bleiessig und Zersetzung des Ble: 
salzes mit Schwefelwasserstoff die Adenylsiiure in reinem kry- 
stallisierten Zustande gewinnen. Die Ausbeuten an _ diesel 
einfachen Nucleinsiiuren sind sehr befriedigend und man bit 
ein Material zur Verfiigung, das sich ausgezeichnet fiir weitel 
Untersuchungen eignet. Eine systematische Untersuchung de 


1) Diese Zs. Bd. 114, S. 201 (1921); Bd. 120, S. 292 (1922); Bd. 12% 
S. 262 (1928). 


‘ 
\ 
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 Salze dieser Kérper ist bisher z. B. noch nicht unternommen 
| worden; aus Materialmangel hat man gelegentlich nur gerade 
|. die Salze hergestellt und naiher untersucht, die man zur Iso- 


lierung der betreffenden Siiuren gebrauchte. So sind von der 
Inosinsiure schon eine Reihe von Salzen von Liebig und 
spiiter von Haiser beschrieben und analysiert worden, von 
den anderen einfachen Nucleinsiiuren ist das guanylsaure 
Kalium und Barium zuerst von Steudel und Brigl}), das 
basische Natriumsalz von Feulgen?) analysiert worden. 


Levene’) hat das Mono- und Diammoniumsalz der Uridin- 


phosphorsiiure beschrieben, sonst sind im allgemeinen nur die 
rucinsalze niher untersucht, trotzdem gerade diese sich 
wegen des grofen Molekiils der Base nicht gut fiir solche 


| Analysen eignen. Bei fast allen diesen Salzen handelt es 
sich um krystallisierende Kérper; man hat sich offenbar ge- 
' scheut, auch Analysen von nicht krystallisierenden Salzen mit- 
, zuteilen, wohl hauptsichlich deswegen, weil man bisher nicht 
' in der Lage war, geniigend reines Ausgangsmaterial zu ver- 
' wenden und weil Analysen von amorphen Substanzen, deren 
- Ausgangsmaterial ebenfalls amorph war, natiirlich nicht recht 
| beweisend sind. Da wir heute aber sowohl das tertiiire 


guanylsaure Natrium leicht krystallinisch erhalten kénnen und 
die freile Guanylsiure sowohl wie die Adenylsiure als krystalli- 


: sierende Kérper leicht zu haben sind, haben wir es fiir 
erlaubt gehalten, auch solche Salze zu analysieren, die nicht 


krystallisieren, sondern bisher nur als amorphe Niederschlige 


' erhalten werden konnten. Da aber das Ausgangsmaterial 


absolut rein und bekannt war, so glauben wir unseren Ana- 


{ lysen den gleichen Wert beilegen zu diirfen wie den Analysen 
_ yon krystallinischen Salzen. 


I. Salze der Guanylsaure. 
Fir die Gewinnung dieser Salze wurde analysenreines 


' basisches guanylsaures Natrium (2,0182 g) in 150 ccm heiBem 


') Diese Zs. Bd. 68, S. 44 (1910). 

*) Diese Zs. Bd. 106, S. 257 (1909). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 40, S. 395 (1919); Bd. 41, S. 183 (1920). 
Noppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXL. 6 








82 8S. Izumi, 


Wasser gelist und nach dem Abkihlen mit Essigsiure gegey 
Lackmus genau neutralisiert; dann wurde von einer geringey 
Triibung abfiltriert, mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt und 
der Stickstoffgehalt der Lésung nach Kjeldahl bestimnt 
Lésung A. 
2,0 cem sattigen 11,275 cem n/70-Siure, ’) 
0 ., .«. ee , 
Die Lésung enthielt also im Mittel 112,6 mg N in 100 cey, 
als Dinatriumsalz der Guanylsiure berechnet 0,6548 g. 
Mit Hilfe dieser Lésung wurden nun die verschiedeney 
Salze hergestellt. 


1. Kuptersalze der Guanylsiure. 

Zu 60 ccm der Lésung von neutralem guanylsaure 
Natrium wurden aus emer Biirette so lange 10°/, Kupfer. 
sulfatlésung zugegeben, wie noch ein Niederschlag entstand 
Dazu wurden 16 ccm verbraucht. Der schwach blau gefiarbte, 
flockige Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen, dann in 
Trockenschrank getrocknet und gewogen. Ausbeute: 0,4152¢ 
eines bliulich-griinlichen, amorphen Pulvers. 


Analyse des Niederschlages: 
4,53 mg liefern 15,90 mg Ammoniumphosphormolybdat = 4,904 °/, P. 


9,38 5, 4 19,83 ,, ” = 5,149 ,, . 
5,32 ,, sattigen 2,975 cem n/70-Siure = 11,44 °/, N. 
5,12 ,, ” 2,950 ,, ” = 11,52 ,, ,, 


Fiir die Kupferbestimmung wurde die Substanz mit iiber- 
schiissiger konz. Salpetersiure im Becherglase auf dem Wasser- 
bade erwirmt, bis die organische Substanz véllig zersetzt war. 
dann wurde die Salpetersiure abgedampft, der Riickstand 
etwa 100 ccm heibem Wasser aufgenommen und die Lésuz 
in der Kilte mit Schwefelwasserstoff vollkommen ausgefiillt 
Der Niederschlag wurde auf einem aschefreien Filter gesammelt, 
mit schwefelwasserstoffhaltigem Wasser ausgewaschen, getrocknet 
und dann samt Filter im Tiegel verbrannt. Der Riickstaué 





1) Die Stickstoffbestimmungen in dieser Arbeit wurden simtlic 
nach Kjeldahl-Pregl, die Phosphorsiurebestimmungen nach Lorew! 
usgefihrt. 











Uber Metallsalze einfacher Nucleinsiuren. 83 


wurde mit iberschiissigem Schwefel im Wasserstoffstrom gegliht, 


: his samtlicher Schwefel verbrannt war, im Wasserstoffstrom 


erkalten lassen und nach etwa 30 Minuten gewogen. 


63,22 mg liefern 13,14 mg Cu,S = 16,60 °/, Cu. 
97,52 ,, ” 20,38 ,, » = 16,69 » » 


Die Substanz war nicht bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet, die Analysenzahlen lassen sich also nur als Ver- 
hiltniszahlen berechnen. Man erhialt so als gefundene Werte 
N:Cu = 1:1,360 und P:Cu = 1:3,312. Diese Werte stimmen 
fir eine Formel (C,,H,,O,N,P),Cu,. Hierfiir ist verlangt: 
N:Cu = 1:1,447 und P:Cu = 1:3,072. 

Das Filtrat vom Kupferniederschlage, das mit den Wasch- 
wassern vereint wurde, hatte ein Volumen von ungefahr 
200 com; es wurde auf dieses Volumen aufgefiillt und in der 
Flissigkeit eine Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. 


10 cem siattigen 1,40 cem n/70-Siéure. 
10 » 1,929 ,, ” 


Die Lésung enthielt also noch 2,726 mg N in 100ccm; das 
entspricht einer Léslichkeit des Kupfersalzes (C,,H,,O,N, P),Cu, 
von 0,016 g in 100 ccm. 





Kin zweites Kupfersalz wurde hergestellt, indem nicht eine 
aut Lackmus neutrale, sondern eine sauer reagierende Lésung 
von guanylsaurem Natrium mit einer 10°/, Kupfersulfatlésung 
ausgefallt wurde. Es wurden hierfiir 2,09 g tertiiren guanyl- 
sauren Natriums in etwa 100 ccm heiBen Wassers aufgelést, 
mit Kssigsiure genau neutralisiert und dann auf 200 ccm ge- 


: bracht. Die Lésung enthielt dann 106,3 mg N in 100 ccm. 
Lisung B. 


2 cem siittigen 10,60 cem n/70-Siure. 
t. -« Mew 


80 ccm der Lésung, mit Essigsiure schwach, aber deutlich 


' angesduert, wurden mit 14,5 com einer 6°/, Kupfersulfatlésung 
: ausgefallt, der Niederschlag mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und gewogen. Ausbeute: 0,531 g. 


6* 
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4,465 mg sittigen 3,000 ccm n/70-Siiure = 13,44°/, N. 
4,230 ,, ” 2,875 ,, ” = 13,59 ,, 5, 


4,310 ,, liefern 17,78 mg Ammoniumphosphormolybdat = 5,99°, p. 
5,430 ,, ” 22,16 ,, ” = 5,94, .. 
101,72 ,, » 16,22 ,, Cu,S = 12,73°%/, Cu. 
190,45 ,, ” 29,01 ,, » = 12,16,, ,, 
Ber. fiir (C,,H,,O,N,P)Cu N:Cu = 1:0,907 P:Cu = 1:2,052 
Gef. » = 1:0,921 1» = 122,087 


Das Filtrat von der Kupferfallung wurde mit den Wasch. 
wassern vereint; da es etwa 200 ccm ausmachte, wurde es au 
200 ccm gebracht, und in der Fliissigkeit eine Stickstof. 
bestimmung ausgefihrt. 

10 cem sattigen 3,45 ccm n/70-Siure. 
 « a 3,47 ,, ss 

Die Léslichkeit des Kupfersalzes, fiir die Forme 
(C,,H,,O,N,P)Cu berechnet, ist also 42 mg fiir 100 ccm. 


2. Calciumsalze der Guanylsiure. 


60 ccm der Lésung A von guanylsaurem Natrium wurde 
mit CaCl,-Lisung ausgefallt, der Niederschlag gewaschen, ge. 
trocknet und gewogen. Ausbeute: 0,4017 g eines feinen weisen 
Pulvers. 

6,22 mg sittigen 4,625 cem n/70-Siiure = 14,87 °/, N. 
5,59 ,, ~ aa « i = 14.67, ,, 
4,97 ,, liefern 22,15 mg Ammoniumphosphormolybdat = 6,473 °/, P. 
5,01 ,, >» 2231 . 


lI 

=> 
ws 
fon 
-1 


” 
63,32 ,, 9 10,98 ,, CaO = 12,40 °/, Ca. 
40,62 ,, ” 12,52 ,, » = 12,52,, ,, 


Fiir die Calciumbestimmung wurde die Substanz erst mit 
konz. Salpetersiure zerstért und dann nach Entfernung der 
iiberschiissigen Salpetersiure das Calcium als Oxalat in essig- 
saurer Lésung gefallt und als Oxyd bestimmt. 

Ber. fiir (C,)H,,O;N;P),Ca, N:Ca=1:0,858 P:Ca = 1:1,936 
Gef. » = 1:0,844 » = 1:1,926 

Die Filtrate und Waschwisser, die zusammen etwa 200 ccil 
ausmachten, wurden auf dieses Volumen aufgefiillt und ent: 
hielten dann noch 1,85 mg N in 100 ccm. 


10 cem sittigen 1,85 cem n/70-Saure. 
10_,, » 1,85 ,, » 








nl 
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Die Léslichkeit des Calciumsalzes, berechnet fiir die 
Formel (C,,H,,0,N,P),Ca, betrigt also 11,358 mg in 100 ccm. 





Kin zweites Calciumsalz wurde durch Fallen der Lisung B 
von guanylsaurem Natrium hergestellt. 100 ccm dieser Lésung, 
mit Essigsiure schwach angesduert, wurden mit einer 11°/, igen 
CaCl,-Lésung unter Vermeidung eines Uberschusses ausgefallt, 
der abgeschiedene Niederschlag wurde filtriert, mit Wasser 
ansgewaschen, getrocket und gewogen. Ausbeute: 0,464 g 
eines weifen feinen Pulvers. 

5,785 mg sattigen 4,525 cem n/70-Siure = 15,65 °/, N. 


6,925, ” 5,400 ,, ” = 15,59 ,, ,, 
4,715 ., liefern 22,97 mg Ammoniumphosphormolybdat = 7,07 °/, P. 
5,200 ,, 9» «—s«-2,22—g. - = 7,04 ,, ,, 
99,94 ,, » 18,10 ,, CaO = 9,87°, Ca. 
Tt &® » Be «. » WR w « 
Ber. fiir (C,,H,,O,N,P)Ca N:Ca = 1:0,572 P:Ca = 1:1,291 
(ref. 9» = 1:0,590 » = 1:1,805 


Die Léslichkeit des Salzes, wie oben bestimmt, betragt 
61,30 mg in 100 ccm. 

10 ccm der auf 200 ccm aufgefillten Filtrate sittigen 
5,35 com n/70-Saure. Demnach sind in 100 ccm 10,7 mg N 
in Lésung, entsprechend 61,3 mg des Calciumsalzes. 


3. Bariumsalze der Guanylsaure. 


80 com der Lésung A von guanylsaurem Natrium wurden 
mit 16 ccm einer 12°/,igen BaCl,-Lisung ausgefallt. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, gewaschen, getrocknet und ge- 


3 wogen. Ausbeute: 0,405 g eines weiBen, leicht braunstichigen 


Pulvers. 
5,60 mg sattigen 3,425 ccm n/70-Saéure = 12,23 °/, N. 
4,82 ,, “ 2,95 4, ” = 12,24 ,, ,, 
4,49 ,, liefern 16,84 mg Ammoniumphosphormolybdat = 5,447 °/, P. 
592, 4 19,98 , » = 5,459 5)» 
161,25 ,, geben 98,29 ,, BaSO, = 35,87°/, Ba. 
95,17 i “ 54,98 ,, ” = 34,00 ,, , 


Ber. fiir (C,,H,,0,N;P),Ba, N:Ba = 1:2,940 P:Ba = 1:6,638 
Gef, , = 1:2,854 ig, = 126,409 


a emaiad 
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Kine Stickstoffbestimmung im Filtrat vom Barytniede. 
schlage, der wie oben beschrieben, auf 200 ccm gebracht war 
ergab eine Loslichkeit von 87,59 mg des obigen Bariumsalze 


in 100 ccm. 
10 cem sattigen 5,875 cem n/70-Siure. 
10 7 9 5,450 9 ” 


Kin zweites Bariumsalz wurde erhalten, indem 100 ccy 
der Liésung B von guanylsaurem Natrium bei schwach essig. 
saurer Reaktion mit 12 ccm einer 12°/,igen BaCl,-Lisung 
ausgefallt wurden. Ausbeute: 0,652 ¢ eines weiBen, bein 
Trocknen leicht sich briunenden Pulvers. 

5,68 mg sattigen 3,70 cem n/70-Saéure = 13,03 °/, N. 


4,83 ,, ” 3,17 ,, ” = 13,15 ,, ,, 
5,81 ,, liefern 23,39 mg Ammoniumphosphormolybdat = 5,85 °), P. 
“ct ., « T%. i = 5,80 ., ,. 
142,18 ,, geben 58,42 ,, BaSQ, = 24,18°/, Ba. 
160,17 ,, 4, 6292, ., =24,07,, ,, 
Ber. fiir (C,)H,,0,N,P)Ba N:Ba = 1:1,960 P:Ba = 1:4,434 
Gef. = 1:1,867 » «= 124,193 


Die Léslichkeit des Salzes, wie oben bestimmt, erga) 
einen Wert von 83,63 mg in 100 ccm. 


4. Bleisalz der Guanylsiure. 


1 g lufttrockenes, basisches, guanylsaures Natrium wurde 
in 70 ccm heiBen Wassers gelést, die Lésung nach dem Kr- 
kalten mit Essigsiure genau gegen Lackmus neutralisiert und 
einmal filtriert. Das Filtrat wurde mit Wasser auf 100 ccm 
gebracht. Ks enthielt dann 112,5 mg N. 


2 cem sittigen 11,275 eem n/70-Siure. 
i. » “es. « 


Als guanylsaures Natrium berechnet, enthilt die Losung 
also 654,1 mg in 100 ccm. 

60 ccm dieser Lésung wurden mit 5,2 ccm einer 10’), 
Bleiacetatlésung ausgefallt, der Niederschlag mit Wasser ge 
waschen, getrocknet und gewogen. Ausbeute: 0,6951 g eines 
farblosen, feinen weiBen Pulvers. 
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7.62 mg liefern 21,54 mg Ammoniumphosphormolybdat = 4,034 °), P. 


6,71 4, ” 18,68 ,, ” = 4,106 ,, ,, 
8,19 ,, sattigen 3,85 cem n/70-Siéiure = 9,585 °/, N. 
5,14 yy ” 2,925 ,, ” = 9,825 .,, ,, 


Das Blei wurde bestimmt, nachdem die- Substanz mit 
siedender starker Salpetersiure zersetzt war. Die erhaltene 
Lisung wurde auf dem Wasserbade abgedampft, dann mit 
etwa 15 ccm verdiinnter Salpetersiure aufgenommen. Nunmehr 
wurde die Phosphorsiure mit molybdinsaurem Ammoniak aus- 
gefiilit, der Niederschlag sorgfaltig ausgewaschen, die Filtrate 
konzentriert und dann in der Lésung das Blei als Sulfat be- 
stimmt. Der Niederschlag von Bleisulfat wurde auf einem 
aschefreien Filter gesammelt, mit Alkohol bis zum Ver- 
schwinden der Schwefelsiurereaktion gewaschen, getrocknet 
und verascht. Nach dem Veraschen wurde der Riickstand 
noch einmal mit verdiinnter Salpetersiure befeuchtet, wieder 
im Wasserbade zur Trockne gebracht, dann mit 2 Tropfen 
konz. Schwefelsiure versetzt und iiber freier Flamme so lange 
erwirmt, bis sich keine Schwefelsiuredimpfe mehr entwickelten. 
Dann wurde schwach gegliiht und gewogen. 

73,51 mg gaben 42,49 mg PbSO, = 39,49°/, Pb. 


111,87 ,, ” 64,94 ,, ” = 39,66 ,, ,, 
Ber. fiir (C,,H,,0,N,P),Pb,  N:Pb = 1:4,487  P:Pb = 1:10,10 
Gef. » = 1:4,08 >» = 1:9,725 


5. Eisensalze der Guanylsaure. 


2,10 g basisches guanylsaures Natrium wurden in etwa 
100 cem heiBen Wassers aufgelést, mit Essigsiure vorsichtig 
neutralisiert und dann auf 200 ccm aufgefiillt. 


2 cem siittigen 12,2 cem n/70-Siure. 
2» ” 12,35 ,, %9 


Die Lésung enthielt also 122,8 mg N in 100 ccm. 

Zur Gewinnung des ersten EKisensalzes wurden 60 ccm 
der Stammlésung abgemessen, mit Essigsiure schwach an- 
gesiuert und mit Kisenchloridlésung versetzt. Der entstehende 
flockige, braunrote Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser 
griindlich ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute: 0,497 ¢ 
eines braunlichen Pulvers. 
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5,91 mg sattigen 3,85 ccm n/70-Sdéure = 13,03 °/, N. 


4,62 .,, ” 3,0 ” ” = 12,99 ,, ,, 
4.72 ,, ergeben 18,44mg phosphormolybdinsaurcs Amoniak = 5,797°,, P, 
4,63 ,, 9 18,12 ,, eo 99 = 5,684 ,, ,, 


Das Eisen wurde bestimmt, indem zuerst durch Kochey 
mit konz. Salpeterséure die organische Substanz zersetzt wurde, 
Dann wurde auf dem Wasserbade die iiberschiissige Siure 
abgedampft, der Riickstand wurde in etwa 40 ccm verdiinnter 
Salpetersdure wieder aufgelést, zum Sieden erhitzt und die 
Phosphorséure mit molybdinsaurem Ammoniak entfernt. Das 
nunmehrige Filtrat und die Waschwiisser wurden auf dem 
Wasserbade konzentriert und mit iiberschiissigem Ammoniak 
ausgefallt. Der entstandene rotbraune Niederschlag wurde ab. 
filtriert, mit Wasser griindlich gewaschen, dann getrocknet, 
gegliiht und gewogen. 

68,76 mg gaben 15,53 mg Fe,O, = 15,80 °/, Fe. 

44, +» Ww» 15,25, ». 

Gef. N:Fe = 1:1,192 P:Fe = 1:2,705 

Filtrat und Waschwasser von der Eisenfallung betrugen 

200 ccm. Sie enthielten noch 4,5 mg N pro 100 ccm. 


10 cem sattigen 0,25 cem n/70-Séure. 
0 » , a - 

Fiir die Gewinnung eines zweiten Kisensalzes wurden zur 
neutralen Stammlésung tropfenweise Eisenchloridlésung hinzu- 
gefiigt und die Lésung jedesmal genau mit verdiinnter Natron- 
lauge neutralisiert, weil Eisenchloridlésungen an und fiir sich 
stark sauer reagieren. 

60 com der Stammlésung wurden mit 6,5 ccm LEisen- 
chloridlésung véllig ausgefallt und lieferten eine Ausbeute von 
0,437 g eines tiefbraunen Pulvers. 


6,58 mg siattigen 3,575 ecm n/70-Siiure = 10,87 °/, N. 


4,94 ,, ” 2,70 ,, ” = 10,93 ,, 5, 
6,39 ,, liefern 22,63 mg Ammoniumphosphormolybdat = 5,144 °/, P. 
4,95 ,, » ee» - = 4,994 ,, 
92,03 ,, ergeben 32,07 ,, Fe,O, = 24,37 °/, Fe. 
76,00 ,, » 26,46 ,, » = 24,35, ,, 

Gef. N:Fe = 1:2,235 P:Fe = 1:4,810 


Das Filtrat und Waschwisser von der ersten Ausfallung 
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des Kisensalzes wurden auf 200ccm gebracht. Da der Nieder- 
schlag des Eisensalzes sehr fein war und leicht durch das 
Filter ging, so sind die erhaltenen Werte etwas zu hoch. 


5 cem sattigen 3,10 cem n/70-Saure. 


9 4 ” 3,15, ’ 


Es sind also in 100 ccm 12,5 mg N enthalten. 


II. Salze der Adenylsadure. 


|. Kupfersalz der Adenylsaure. 


1,21 g krystallisierte analysenreine Adenylsiure werden 
in heiBem Wasser gelést, mit Natronlauge neutralisiert, einmal 
fltriert und auf 200 ccm aufgefiillt. 

2 ecm sittigen 10,40 cem n/70-Siure. 
- ms 10,225 ,, 

Die Liésung enthalt also 20,62 mg N in 100cmm. Lé- 
sung A. 

90 ccm dieser Lésung werden mit Essigsiure schwach 
angesiuert und durch Zusatz von 9,4 ccm einer 10°/, Kupfer- 
sulfatlisung voéllig ausgefallt. Der Niederschlag wird gut aus- 


gewaschen, getrocknet und gewogen. 0,321 g eines blaulichen 
feinen Pulvers. 


4,51 mg sattigen 2,925 ccm n/70-Siiure = 12,97 °/, N. 
9,80 ,, ” 3,75 4, ” = 12,93 ,, 5, 
3,55 ,, liefern 14,43 mg Ammoniumphosphormolybdat = 5,$01 °/, P. 
5,66 ,, » 24,61 ,, ” = 6,315 ,, ,, 
63,35 ,, ergeben 14,35 ,, Cu,S = 18,09°/, Cu. 
61,14 ., » Be. « wiht. « 
Ber. fiir (C,)H,,O,;N,P),Cu, N:Cu = 1:1,447 P:Cu = 1:3,072 
Gef. » = 121,412 = 122,927 


Das Filtrat und die Waschwisse werden auf 200 ccm 
gebracht. 
5 cem sattigen 3,275 cem n/70-Siure 
4) 9 ”? 3,350 ”? 9 


Der in Lésung gebliebene Stickstoff betragt also 13,15 mg 
‘tir 100 ccm. 

Kin zweites Kupfersalz wurde durch Fillung aus neutraler 
Lisung erhalten. 1,505 g Adenylsiure werden in etwa 150 ccm 
heiBen Wassers gelést unter Zusatz von Natronlauge, mit 


gn eh AA MERRION I 
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Natronlauge genau neutralisiert, filtriert und aw 200 cen 
aufgefiillt. 

2 cem siittigen 13,125 cem n/70-Siiure. 

7 « a 13,25, 99 

Die Lésung enthilt also 131,88 mg N oder als adeny). 
saures Natrium berechnet 700,2 mg in 100 ccm. Lésung B, 

60 ccm dieser Lésung werden mit 18,6 ccm einer 10° 
Kupfersulfatlésung vollig ausgefallt. Man erhalt 0,475s ¢ 
eines bliulichgelblichen Niederschlages. 

Das Filtrat und die Waschwisser werden auf 200 cn & 
gebracht und enthalten noch 21,326 mg N oder a & , 
(C,)H,,0,N,P),Cu, berechnet 123,0 mg in 100 ccm. 

10 cem siittigen 10,725 eem n/70-Saure. 
10 ,, » 1060 , ” 
Analyse des Niederschlages: 
4,02 mg liefern 17,31 mg Ammoniumphosphormolybdat = 6,253 °,, P. 


it. . Se - = 6,148 ,, 
5,35 ,, siittigen 3,525 eem n/70-Siiure = 13,17°/, N. 
4,98 ,, ” 3,825 ,, ” =13,25 5; 

95,2 ,, ergeben 23,18 mg Cu,S = 19,44°/, Cu. 

115,74 ,, 4, 27,85, 4 = 19,22, 5, 
Ber. fiir (C,,H,,.0,N;P),Cu, N:Cu = 1:1,447 P:Cu = 1:38,072 
Gef. » = 1:1,463 » = 1:3,265 


Die mit Kssigsiure angesiuerte Lésung des adenylsaurev 
Natriums gab mit CaCl,-Lésung, mit MgSO,-Lésung und mi: 
BaCl,-Lisung keinen Niederschlag. Versetzte man sie mit 
Kisenchloridlésung, so gaben nur die ersten Tropfen eine 
geringe Fiallung, die aber auf weiteren Zusatz des Reagens 
wieder verschwand. 

Ks wurde vorliufig darauf verzichtet, weitere Salze de 
Adenylsiure herzustellen. 


Stellt man noch einmal die erhaltenen Resultate iiber- 
sichtlich zusammen, so ergibt sich folgendes: 

Bei der Guanylsiure sind durchweg zwei Reihen vo 
Salzen gefunden worden; fallt man aus saurer Lisung, ‘8° 
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erhilt man die zweifach substituierten Salze, wihrend aus 
neutraler Lésung die dreifach substituierten Salze ausfallen. 
Die beiden Hisensalze scheinen unregelmibig zusammengesetzt 
gu sein. Es sind analysiert: 


(C,,H,,0,N;P)Cu , (C,,H,,O,N5P).Cuz , 
(C,9H,,0,N;P)Ca , (Cy 9H,,O3N,P),Cag , 
(C,,H,,O,N,P)Ba , (C,)H,,O,N;P). Bag , 


(C,,H,,0,N;P).Pb, . 

Bei der Adenylsiure ist aus schwach saurer wie aus 
neutraler Lésung das gleiche Kupfersalz (C,,H,,0O,N,P),Cu, 
erhalten worden. Aus kriftig essigsaurer Loésung fillen die 
untersuchten Metalle weder Guanyl- noch Adenylsiure. 

Die Untersuchungen sollen gelegentlich fortgesetzt werden. 








Weitere Studien iiber die Struktur des Eiweifmolekiils. 


Von 


Emil Abderhalden, Emil Klarmann und Ernst Komm. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1924.) 


Vergleichende Untersuchungen iiber das Verhalten von 
Polypeptiden und von Diketopiperazinen gegeniiber Reduktions. 
mitteln haben ergeben, dab, soweit das vorliegende Material 
ein endgiiltiges Urteil erlaubt, nur die letzteren Piperazine 
liefern.!) Nachdem es nun gegliickt ist, aus EKiweiB und 
Peptonen unter Verwendung der gleichen Methode, die bei 
Diketopiperazinen zum Erfolg gefiihrt hat, Piperazine dar- 
zustellen, und ferner durch eine Reihe von fiir Carbonylgruppen 
charakteristische Farbreaktionen das Vorkommen yon Diketo- 
piperazinringen im Eiwei8 und in Peptonen erwiesen werden 
konnte?)%), darf als sicher angenommen werden, daf Ring- 
systeme der genannten Art am Aufbau von Proteinen beteiligt 
sind, wobei die Méglichkeit offen bleibt, daB tautomere Former, 
die leicht Verwandlungen erleiden, im Eiwei8 vorkommen. 
Es ist unser Bestreben, weitere Beweise fiir die im Eiweil 
vorhandenen Atomgruppierungen zu erbringen. Wir haben 
zunachst mit vergleichenden Versuchen iiber das Verhalten 
von Polypeptiden und Diketopiperazinen gegeniiber Oxy- 


1) Emil Abderhalden und W. Stix, Diese Zs. Bd. 129, S. 143 
(1923). Emil Abderhalden und Ernst Schwab, Diese Zs. Bd. 139, 
S. 68 (1924). 

2) Emil Abderhalden und Ernst Komn, Diese Zs. Bd. 139 (1924) 

3) Es sei ausdriicklich betont, daB die erwihnten Farbreaktionen 
erst im Zusammenhang mit der direkten Isolierung von Piperazinen als 
fir das Vorhandensein von Diketopiperazinringen sprechend angesehes 
werden diirfen. 
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 dationsmitteln begonnen. Es galt Reaktionen ausfindig zu 
- machen, unter denen sowohl Polypeptide als Diketopiperazine 
méglichst charakteristische Oxydationsprodukte liefern. 

j Es sei zunichst tiber Versuche, die Oxydation mit Per- 
 manganat durchzufiihren, berichtet. Vorausgeschickt sei, daf 
bereits Versuche tiber Oxydation von EiweiB mittels des ge- 
nannten Oxydationsmittels vorliegen.!) Es konnten unter den 
Oxydationsprodukten Oxamid und ferner Oxamidsiure 
nachgewiesen werden. Wir haben vergleichsweise Glycyl- 
glycin und Glycinanhydrid, ferner Glycyl-alanin und 
Glycyl-alaninanhydrid und endlich Leucyl-glycin und 
_ Leucyl-glycinanhydrid mit Permanganat unter den unten 
mitgeteilten Bedingungen oxydiert. Wir erhielten aus 
| simtlichen Anhydriden Oxamid, wihrend mit Aus- 
a nahme von Glycyl-glycin, das dieselbe Verbindung 
; ergab, aus den untersuchten Dipeptiden kein Oxamid 
| hervorging, wohl aber ein allen Dipeptiden gemeinsames, in 
q seiner Zusammensetzung noch nicht aufgeklirtes Oxydations- 
| produkt. Es scheint somit, daB die Méglichkeit besteht, durch 
' richtig geleitete Oxydation Polypeptide und Anhydride zu 
' unterscheiden. Die Oxydation von Seidenpepton mittels 
| Permanganat ergab gleichfalls Oxamid. Daneben 
| dildete sich dasselbe Produkt, das wir oben bei den Dipep- 
| tiden Glycyl-alanin und Leucyl-glycin erwihnt haben. 

’ Erwihnt sei noch, daB Oxydationsversuche mit Poly- 
: peptiden bereits unter Otto v. Fiirths Leitung von Leo 
| Pollack’) und Otto Eisler’) ausgefiihrt worden sind. Der 
| erstere erhielt aus Glycyl-glycin Oxalylaminoessigsiure und der 
; letztere aus Alanyl-glycyl-glycin eine in ihrer Struktur unauf- 
_ geklirt gebliebene, sauerstoffreiche Verbindung (vielleicht das 
| Imid der Oxalcarbaminsiiure). 

| Wir sind damit beschiaftigt, die Oxydationsversuche unter 
| Anwendung milderer Methoden fortzusetzen. 


‘ ') Vgl. Loew, Jl. fir prakt. Chem. (2) Bd. 31, 8.129 (1885). 
4 F.Kutsecher und Schenk, Chem. Ber. Bd. 38, S. 455 (1905). 
q *) Leo Pollack, Hofmeisters Beitr. Bd. 7, S. 17 (1905). 

) Otto Eisler, Biochem. Zs. Bd. 51, S. 45 (1918). 
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Experimenteller Teil. 


Oxydation von Glycinanhydrid. 


5g Glycinanhydrid werden in 250ccm Wasser geliést und 
auf dem Wasserbade erwirmt. Nun fiigt man aus einer 
Birette nach und nach eine 10°/,ige Zinkpermanganatlésung 
hinzu. Im allgemeinen mu8 man sie vorher iiber Glaswolle 
filtrieren. Nach entsprechender Verdiinnung eines aliquoten 
Teiles wird ihr Wirkungswert durch Titration mit Ammon- 
-oxalat, wie iiblich, festgestellt. Es tritt bei der Zugabe zur 
Glycinanhydridlésung die Entfarbung zunachst ziemlich rasch 
unter Abscheidung von Braunstein ein, wird aber nach einer 
gewissen Zeit immer langsamer. Trifft man den Punkt, bei 
dem gerade die zugesetzte Menge ausreicht, um die Oxydation 
vollstiindig zu bewerkstelligen, so kann der Braunsteinschlamm 
abfiltriert werden. Die klare Lésung wird dann im Vakuum 
so stark eingedampft, bis Krystallisation erfolgt. Hat man 
aber, was meist der Fall ist, etwas zuviel Zinkpermanganat- 
lésung zugesetzt, so wird Alkohol hinzugefiigt. Dabei wird 
infolge der Oxydation des Alkohols zu Acetaldehyd der Uber- 
schuB an Oxydationsmittel entfernt. Nun oxydiert sich aber 
ein Teil des Aldehyds weiter unter Bildung von Essigsiure. 
Infolgedessen bleibt eine geringe Menge Zinkacetat in Lésung. 
Man sittigt daher nach dem Filtrieren mit Schwefelwasserstoff, 
versetzt mit etwas Tierkohle und la8t kurze Zeit am Wasserbad 
stehen, bis sich das Zinksulfid und die Tierkohle abgesetzt haben. 
Nun wird nochmals filtriert und wie oben eingedampft. Die Kry- 
stalle werden mit Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Der Verlauf der Oxydation l4Bt sich, wie folgt, darstellen: 


. NH NH, 
OC~ NCH, a 
| +0 ee 7 eS ee 
H,C\_,-CO *<d 
NH NH, 


Das Oxamid gibt in konzentrierter Lésung deut- 
liche Biuretreaktion. Kocht man mit einer ammoniakalischen 
Chlorkaliumlésung, so scheidet sich nach kurzer Zeit eine 
weibe Fallung ab. 
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Die Analyse ergab: fir C,H,N,O, 


Ber. 27,27 Gef. 27,55 °/, C 
4,55 4,82, H 
31,82 $1,382 ,, N 


Oxydation von Glycyl-glycin. 

Das Dipeptid wurde durch Spaltung von Glycinanhydrid 
mit Lithiumhydroxyd gewonnen. Nach erfolgter Neutralisation 
mit Salzsiiure wird zur Trockne verdampft und das gebildete 
Lithiumchlorid durch mehrmaliges Kochen mit absolutem 
Alkohol entfernt. Bei der Oxydation wurde in gleicher Weise 
wie oben verfahren. Da die Krystalle die gleichen Eigen- 
schaften zeigten, wie die bei der Oxydation aus Glycinanhydrid 
gewonnenen, so begniigten wir uns mit der Stickstoffbestimmung. 
Die Oxydation erfolgt hierbei nach dem Schema 





NH, NH, 
| +50 > | +2C0O, + 2H,0. 
CH,:CO-NH CH,: COOH CO-CO-NH, 
Im folgenden die Analyse: fiir C,H,N,O, 
Ber. 31,82 Gef. 31,53°/, N 


Oxydation von Alanyl-glycinanhydrid. 

Die Verbindung wurde aus Seide isoliert. Es sei an dieser 
Stelle erwihnt, daB man eine viel bessere Ausbeute an Anhydrid 
erzielt, wenn man die Veresterung des Seidenpeptons mit Salzsaure 
und Athylalkohol nur einmal und unter Kiihlung vornimmt. Er- 
halten wurde Oxamid. Daneben traten noch andere Punkte auf. 

Die Stickstoffbestimmung ergab: fiir C,H,N,O, 

Ber. 31,82 Gef. 31,73 °/, N 


Oxydation von d,l-Alanyl-glycin. 

Das synthetisch gewonnene Dipeptid wurde in der be- 
schriebenen Weise oxydiert. Es hinterblieb jedoch nach 
Durchfiihrung der oben beschriebenen Manipulationen kein 
Oxamid, sondern eine krystalline, stark hygroskopische Masse, 
die — nach Kjeldahl bestimmt — 11,03°/, Stickstoff aufwies. 
Das Produkt besaB einen stechend scharfen Geschmack. Es 


war leider nicht geniigend Substanz vorhanden, um weitere 
| Untersuchungen anzustellen. 





' 
: 
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Oxydation von d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 

Das Anhydrid wurde in der gleichen Art mit Zink. 
permanganatlésung behandelt, wie bei den vorigen Beispicle 
beschrieben. Im Laufe der Oxydation waren Geriiche nag} 
Blauséure und nach Capronsiure bemerkbar. Als Ergebnis 
der Oxydation waren zwei Produkte zu gewinnen. Zuniichy 
eine weiBe krystalline Substanz, die die Eigenschaften de 
Oxamids besaB und als dieses auch erkannt wurde. 


0,0245 g Substanz brauchten 5,54 cem n/10-Siure. 
Das entspricht: 31,69°/, N (ber. f. Oxamid: 31,82”,,). 


Als zweite Substanz wurde in sehr geringer Menge ein: 
aus Alkohol gut krystallisierende Abscheidung erhalten, di: 
den Schmelzpunkt F = 210° (unter Zersetzung) aufwies. Si: 
besaB einen schwach sauren Geschmack. 


0,0253 g Substanz brauchten 2,84 cem n/10-Siiure. 
Das entspricht: 15,71°/, N. 


Das Produkt kénnte seinen EKigenschaften und dem Stick 
stofigehalt nach Oxamidsiure NH,-CO-CO-OH sein (F = 210! 
N = 15,73°/,), die beim Oxydieren von Glycin erhalten wiri, 
ferner auch beim Oxydieren von EKiwei8kérpern, die bei da 
Hydrolyse diese Aminosiure liefern.1) Es war nicht geniigend 


Substanz vorhanden, um dieses Produkt weiterhin auf sein fh 


Konstanten zu priifen. 


Oxydation von d,l-Leucyl-glycin. 

2,5 g des Dipeptids wurden in der beschriebenen Ar 
oxydiert. Dabei waren die gleichen Geriiche (Blausiure 
Capronsiure) bemerkbar, wie bei der Oxydation des Leuzyl- 
glycinanhydrids. Als faBbares Oxydationsprodukt hinterblie! 
eine weibe, krystalline Substanz, die den gleichen stechent: 
scharfen Geschmack besa8, wie das bei der Oxydation vo 
d,l-Alanyl-glycin isolierte Produkt. Auch die iibrigen Kiger: 
schaften stimmten mit diesem iiberein. Nach Kjeldahl konntet 





) R. Engel, Chem. Ber. Bd. 7, S. 1547 (1874). K. Spiro, Die# 
Zs. Bd. 28, S. 174 (1899). 
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: 11,09°/, Stickstoff bestimmt werden, nach Dumas dagegen 
' 32,80°/,. Die Konstitution der Verbindung konnte aus Mangel 
an Substanz noch nicht geklirt werden. Das Verhalten beim 
: Erhitzen der Substanz war, wie folgt: Bei 110° entwich ein 
’ geruchloses Gas, bei héherer Temperatur sublimierte ein 
| Produkt unzersetzt und gleichzeitig war das Entweichen nitroser 
'Gase am Geruch und an der Bliuung von Jodkaliumstirke- 
1 papier festzustellen. Mit Nesslers Reagens gab das Produkt 
‘cine positive Reaktion. Beim UbergieBen mit konz. Lauge 
F war deutlich das Entweichen von Ammoniak bemerkbar. Das 
Produkt war stark hygroskopisch. Die Biuretreaktion war 
eH negativ. 


Oxydation von Seidenpepton. 


15g Seidenpepton (in der ttblichen Art gewonnen) wurden 
in 250 com Wasser gelést und durch allmihlichen Zusatz von 
-etwa 120g Zinkpermanganat oxydiert. Nach der Befreiung 
; von dem iiberschiissigen Permanganat in der iiblichen Art und 


‘ ‘nach dem starken Einengen der klaren Lisung krystallisierte 
‘ Oxamid aus. Das Produkt war biuretpositiv und gab beim 
“W Kochen mit ammoniakalischem Chlorcalcium eine weiBe 
; | Fillung. 

nd 

ad 0.0764 g Substanz verbrauchten 17,32 cem n/10-Siure. 


Das entspricht: 31,79°/, N (ber. f. Oxamid: 31,82°/,). 


Nach dem Entfernen des schwer léslichen Oxamids wurde 
die Lésung vollkommen verdampft; es hinterblieben Krystalle, 
fe “le den gleichen stechend-scharfen Geschmack aufwiesen wie 
. “the bei der Oxydation von Alanylglycin und Leucylglycin 
‘isolierten Produkte. Auch die iibrigen Kigenschaften stimmten 
oh pit denen der genannten Produkte iiberein, so daB sie sicher 
»i fe Mitemander identisch sind. Die Stickstoffbestimmung, nach | 
of Sieldahl durchgefiihrt, ergab in diesem Falle 11,78°/, N; | 
uach Dumas 33,04°/, N. Leider war auch hier nicht geniigend | 
‘Substanz vorhanden, um die Konstitution zu kléren. 










el 


Hoppe-Seyler’s Zeitsebrift f. physiol. Chemie. CXL. 
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Anhang. 


Im folgenden sei eine kleine Modifikation des Fischey.— 
schen Verfahrens zur Gewinnung von Glykokollesterchlorhydr:f 
beschrieben, die eine erhebliche Alkoholersparnis und cif 
bessere Ausbeute gewiahrt. 

Man iibergieBt 1 kg Seide in einer geriumigen Porzellg:.F 
schale mit 8 Liter konz. Salzsiure und rihrt mit einy| 
dicken Glasstab so lange um, bis vollstiindiger Zerfall dal 
Klumpen eingetreten ist, und die Fliissigkeit nur eine braun 
dicke Lésung darstellt. Nun bringt man sie in einen 5 Lite. 
Rundkolben und erhitzt am RiickfluBkihler 6 Stunden x 
Baboblech unter dem Abzug. Man 1laf8t erkalten, giebt iff 
einen 5 Liter-Fraktionierkolben und verdampft im Vakuuf 
vollstiindig zur Trockne bzw. zur starken Sirupdicke. Maj 
verschlieBt das Destillationsrohr mit einem Gummistopia be 
iibergieBt die braune, feste Masse mit 3 Liter Alkohol, versie: 
mit einem RiickfluBkihler und erhitzt unter hiufigem Schiitte: 
auf dem Wasserbade, bis vollstindige Suspension eingetreta 
ist und am Boden des GefaiBes nichts mehr klebt. Nun te 
ginnt man sofort mit dem Einleiten der Salzsiure. Die weiter 
Verarbeitung erfolgt, wie iiblich, nur daB eine zweite Va 
esterung sich nicht lohnt, da beinahe das ganze gewinnbr— - 
Produkt beim ersten Mal gewonnen wird. Man kann iibrigen : 
zweckmibig den Alkoholzusatz auf dem Wasserbade in zvp 
Portionen zu je 1,5 Liter vornehmen. Das Erhitzen auf deg 
Wasserbade nimmt mehrere Stunden in Anspruch, bevor ie 
vollstiindige Suspension eingetreten ist. | 









































Uber die Anhydridstruktur der Proteine. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1924.) 


t | (Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 


| Wir haben kiirzlich*) tiber das Verhalteu von Diketo- 
, _ piperazinen und Polypeptiden gegeniiber bestimmten fiir Car- 
bonylgruppen charakteristischen Reagenzien berichtet und 
mitgeteilt, daB auch EKiweiBstoffe und Peptone, soweit die letz- 
_ teren nicht zu weitgehend abgebaut sind, mit den gleichen 
 Reagenzien, die mit Diketopiperazinen Farbreaktion ergeben, 
in gleicher Weise reagieren. Wir haben uns nach weiteren 

 Reagenzien umgesehen, und zwar wurden die folgenden Dinitro- 
uh verbindungen gepriift: 





“~ 1. m-Dinitrotoluol (1:2: 4), 
We 2. m-Dinitrophenol (1:2: 4), 
ol | 3. m-Dinitroanilin (1:2: 4), 
dj 4, m-Dinitroanisol (1:3: 5), 
5. m-Dinitrobenzoesiure (1: 2: 4), 
6. m-Dinitrobenzoesiure (1:3:5) und 


oj 


m-Dinitrostilben (2: 4). 

Von diesen zeigte m-Dinitrophenol keine Reaktion in 
wibriger Lésung mit Soda und in alkoholischer Lésung mit 
Natriumalkoholat. m-Dinitroanilin und m-Dinitrotoluol 
ergaben in wiBriger Lisung mit Soda ebenfalls keine Reaktion. 
In alkoholischer Lésung fiirbten sie sich bereits selbst beim 
Zusatz von Natriumalkoholat bzw. beim Kochen mit ver- 
diinntem Natriumalkoholat. m-Dinitroanisol wies beim lingeren 


—— 





es 


') Diese Zs, im Erscheinen (1924). 
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Kochen in wiBriger sodaalkalischer Lésung mit Glycinanhydrii c 
eine geringe schmutzig-rétlichbraune Farbung auf. Beim Koche, — 


in alkoholischer Lésung mit Natriumalkoholat trat bereits eine 
eigene Firbung auf; wurde Glycinanhydrid hinzugesetzt ui 
weiter gekocht, so war eine deutliche Zunahme der Firbun 
zu beobachten. m-Dinitrobenzoesiure (1:2:4) gab in alko. 
holischer Lésung mit Natriumalkoholat keine positive Reaktion, 
In waBriger, sodaalkalischer Lésung mit Glycinanhydrid linger 
Zeit gekocht, trat eine starke rotbraune Farbung ein. Die 
Reaktion fiel negativ bei Aminosiiuren, Polypeptiden und 
weiBkirpern aus, ebenfalls zeigten auBer Glycinanhydrid uni 
Alaninanhydrid alle untersuchten Anhydride keinen oder ny 
einen sehr schwach positiven Ausfall der Reaktion. 

Wahrend sich diese Dinitroverbindungen zum Gebranc 
als Reagenz auf Carbonylgruppen nicht eignen, haben sic 
dagegen die beiden letzten der uns zur Verfiigung stehenda 
Verbindungen: m-Dinitrobenzoesiiure (1:3:5) und m-Dinitro- 
stilben (2:4) als besonders gut geeignet erwiesen. 


m-Dinitrobenzoesdure (1:3: 5). 


Die Reaktion mit dieser Dinitroverbindung fiihrt man au 
besten, wie folgt, durch: Eine gesittigte waiBrige Liésung vu 
m-Dinitrobenzoesiure (1:3:5) wird mit etwa 4—5 Teilen ge. 
sittigter wiBriger Sodalésung gekocht, bis eine leicht gelbrote 
Fiirbung auftritt. Zu dieser gekochten Lésung setzt man dam 
erst die zu untersuchende Substanz hinzu und kocht weiter, bi 
bei positivem Ausfall der Reaktion eine intensiv rote Farhi 
sich bildet. 

Die untersuchten Stoffe verhielten sich: 


positiv negativ 
Glycinanhydrid Alanin 
Glycylalaninanhydrid Tyrosin 
Glycylaminocaprylsiiureanhydrid Tryptophan 
Glycylphenylalaninanhydrid Pyrrolidoncarbonsiure 
d-Alaninanhydrid Glyeylglycin 
1-Leucy]l-d-leucinanhydrid Glyeylaminocaprylsiure 
Leucyl-serinanhydrid Glycylphenylalanin 


Diprolyl-valinanhydrid Leucylglycin 
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» positiv negativ 

| Glycyldioxy prolinanhydrid Diglycyl-glycin 

| Phenylalaninanhydrid Edestin. 
Tyrosinanhy drid 


' Seidenpepton 


KiweiB aus Kiirbissamen 
Casein aus Pflanzen 
Blutglobulin 


- Keratin 


Avenin 
EiereiweiB 


| Ricin 


Legunin 


3 Vitellin aus Eigelb 


Gelatine 
Cystin 
Cystein 


- Diglyeyleystin 
| Diglycyl-piperazin 
 Dialanyl-piperazin 


Als Ergebnis resultiert ein positiver Ausfall der Reaktion 
bei allen untersuchten Anhydriden, Peptonen und bei fast allen 
KiweiBkérpern. Die Reaktion bleibt negativ bei Aminosauren 
und Polypeptiden. Eine Ausnahme hiervon machen Cystin, 


: Cystein und als Cystinderivat: Diglycylcystin. 


Wird in alkoholischer Lisung m-Dinitrobenzoesiure (1:3:5) 
mit Diketopiperazinen und stark verdiinntem Natriumalkoholat 


' gekocht, so tritt keine Farbreaktion ein. 


m-Dinitrostilben (2:4). 


Wurde in wiiBriger, sodaalkalischer Lésung m-Dinitrostilben 
mit Diketopiperazinen gekocht, so trat keine Reaktion ein. Wird 
dagegen in alkoholischer Lésung mit Natriumalkoholat und Di- 
ketopiperazin gekocht, so fillt die Reaktion deutlich positiv aus. 
Am vorteilhaftesten verfiithrt man hierbei, wie folgt: m-Dinitro- 
stilben in gesittigter alkoholischer Lésung wird mit einer ge- 


_ ringen Menge einer sehr verdiinnten Natriumalkoholatlésung und 
dem zu untersuchenden Stoff versetzt und das Gemisch dann 
 gekocht bis — bei positiver Reaktion — eine stark rotbraune 
| Farbung eintritt. Einen besonderen Vorteil bietet der Umstand, 





102 Emil Abderhalden und Ernst Komm, 


daB diese Dinitroverbindung in alkoholischer Lésung, fiir sicl 
mit Natriumalkoholat gekocht, keine Farbinderung aufweist. 


Die untersuchten Stoffe verhielten sich, wie folgt: 


positiv negativ 
Glycinanhydrid Cystin 
Glycylphenylalaninanhydrid Cystein 
Glycylaminocaprylsiureanhydrid Diglycyleystin 
d-Alaninanhydrid Alanin 
Alanylglycinanhydrid Glycylglycin 
d-Leucyl-l-leucinanhydrid Leucylglycin 
Phenylalaninanhydrid Glycylphenylalanin 
Tyrosinanhydrid (sechwach) Glycylaminocaprylsiure 
Avenin Blutglobulin 
Eiwei8 aus Kiirbissamen Casein aus Pflanzen 
Keratin (nach sehr langem Kochen Ricin 

schwache Rotfirbung) Kiereiweil, 

Edestin 
Legumin 


Vitellin aus Eigelb 


Alle untersuchten Anhydride ergaben einen positiven Aus- 
fall der Reaktion. Zur Untersuchung von Eiwei8kérpern eignet 
sich diese Reaktion wegen der Léslichkeitsverhiltnisse nicht 
besonders gut. Cystin, Cystein und Cystinderivate gaben einen 
vollig negativen Ausfall der Reaktion, ebenfalls die unter- 
suchten Aminosiuren und Polypeptide. 


Wir haben weiterhin N,N’- und O,0’-Derivate von 
2,5-Diketopiperazinen dargestellt und ihr Verhalten 
gegeniiber Carbonylreagenzien geprift. Es sind die 
folgenden Verbindungen dargestellt worden: Sarkosin- 
anhydrid, N,N-Dibenzoyl-glycinanhydrid, Diacetyl- 
glycinanhydrid (wahrscheinlich die O,O’-Verbindung), Di- 
acetyl-alanyl-glycinanhydrid, wobei ohne Zweifel die 
N,N’- und O,0’-Verbindung zur Beobachtung kamen. Endlich 
ist das Dibenzoyl-alanyl-glycinanhydrid _hergestell 
worden. Es gelang jedoch noch nicht, diese Verbindung i 
ganz reinem Zustande zu gewinnen. Die folgende Ubersicht 
gibt einen Hinblick in das Verhalten der gewonnenen Vel- 
bindungen. 
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Reaktionen 
—— ? ee 
Verbindungen see i &S /# 3 > 
punkt Aa |B ocd 
& (Aa |Qs- 
a0 = § } 
Sarkosinanhydrid. . . . . . . .. | 145/160°7 + + | 
N,N‘-Dibenzylglycinanhydrid’). . . 173° 4 an 
0,0’- 95 ae 163° ae = | 
N,N’-Diacetylglycinanhydrid’) . . . 100° + + 
0,0'?- " . . . | 182/185°] — | — | 
N,N’-Dibenzoylglycinanhydrid . . . 219/221°] + | + | 
0, 0’?- ” is x 238° = | — 
N,N’-Diacetyl-alanyl-glycinanhydrid . 150/160°] + Log 
0,0" r . | 175/180°} — | | See 
Dibenzoyl-alanyl-glyeinanhydrid . . — + + 
(unreines Produkt) | | 


| Es besteht wohl kaum ein Zweifel, daS mit den an- 
 gewandten Reagenzien die Struktur von substituierten Anhy- 
 driden festgestellt werden kann. Positive Reaktionen 
geben die N,N-substituierten 2,5-Diketopiperazine. 
Kinen besonders klaren Beweis in dieser Richtung liefert das 
Verhalten von Verbindungen, die der eine von uns mit 
Roessner’) hergestellt hat. Es handelt sich dabei um Ver- 
bindungen von Aminosiuren mit Piperazinen. Diglycyl- 
piperazin und Dialanylpiperazin ergeben eine posi- 
tive Farbreaktion. Wir setzen die Untersuchungen fort. 
Wir haben weiterhin noch eine Reihe von Verbindungen 
der KiweiBreihe auf ihr Verhalten gegeniiber Carbonylreagenzien 
gepriift. Es sei hervorgehoben, daB selbstverstiindich in jedem 
Fall die Anwesenheit von dem EiweiB nicht zugehérenden 
Carbonylverbindungen, wie Zuckerarten und dergleichen, aus- 
_ geschlossen sein muB. Einerseits wurden noch hochmolekulare 
_ Polypeptide (1-Leucyl-triglycyl-leucin, 1-Leucyl-triglycyl-l-leucy]l- 


*) Diese Verbindungen sind in unserer friiheren Arbeit (diese Zs. 
im Erscheinen [1924]) beschrieben und gepriift worden. 

*) Genauere Angaben iiber diese Verbindungen werden in dieser 
Zeitschrift demniichst mitgeteilt. 








} 
ii 
ob 
j 
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triglycyl-]-leucyl-triglycy] l-leucyl-pentaglycyl-glycin) mit nega. 
tivem Erfolg gepriift, anderseits haben wir Anhydride, die ays 
mehr als 2 Bausteinen bestehen und die bei der partielle) 
Hydrolyse von Eiweifstoffen erhalten worden sind, auf jhy 
Verhalten gegeniiber Carbonylreagenzien gepriift. Der positive 
Ausfall der Farbreaktionen gibt einen neuen Anhaltspunkt 
iiber die Struktur jener Verbindungen (vgl. Tabelle S. 100 u. 101, 
Endlich haben wir eine Reihe von Verdauungsprodukten ans 
KiweiB gepriift. Sie wurden durch Fallung von Magen- bzy, 
Darminhalt mittels Phosphorwolframsiure gewonnen. Es zeigte 
sich, daB bei der Magenverdauung der Ausfall der Far. 
reaktionen mit der Dauer des Verweilens von EKiwei8 im Magen 
nicht verschwand. Auch im Darminhalt lieB sich eine starke 


Verhalten von Produkten, die nach verschieden langem Verweilen vou 
Eiwei8 (Fleisch) im Magen von Hunden erhalten worden sind, gegen 
Carbonylreagenzien : 














Dauer des Aufenthalts | Ausfall der Pikrin- oh 
; . ‘ ; in-Dinitrobenzol 
im Magen in Stunden sdiurereaktion 
a a ¥ 
] 4. r 
4 + + 
A) + + me 
6 ++ + 
8 ++ +- 
10 + + + 








Verhalten von Produkten, die nach verschieden langem Verweilen vou 
EiweiB (Fleisch) im Duodenum von Hunden erhalten worden sind, gegen 
Carbonylreagenzien: 











Dauer des Anfenthalts Ausfall der Pikrin- ee ee 
im Duodenum in Std. siurereaktion : 

1 + + + 

2 ++ + 

4 ++ + 

6 ++ ‘ + 

“ + 
10 (+) ((+)) 
12 -— — 
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Reaktion tiber eine lange Zeit hinaus feststellen. Wir be- 
trachten diese Versuche nur als erste Studien auf diesem Ge- 
biete. Vgl. die vorhergehende Tabelle. 


Darstellung von N,N’- und 0,0’-gekuppelten 
2, 5-Diketopiperazinen. 


Sarkosinanhydrid. 


Die Darstellung geschah durch Erhitzen von Sarkosin auf 
210—220°. Das Anhydrid wurde aus dem Reaktionsgemisch 
durch Ausziehen mit Alkohol gewonnen. Der Schmelzpunkt 
lag bei F = 145—150°% Die Ninhydrinreaktion war negativ. 
Das Produkt besaB einen stark bitteren Geschmack. 

e = 0,0560 
=~ 1,84 cem n/10-Siure 
=~ 19,60°/, N (ber. 19,71°/,). 
Das Verhalten gegen Carbonylreagentien war das folgende: 


Pikrinsiurereaktion: positiv, 
Dinitrobenzolreaktion: positiv, 
Dinitrobenzoesiiure(1:3:5): positiv. 


N,N’- Dibenzoylglycinanhydrid. 

Glycinanhydrid wurde mit der 10fachen Menge Benzoe- 
siureanhydrid so lange auf etwa 150° erhitzt, bis alles Diketo- 
piperazin in Lésung war. (Dauer etwa 3 Stunden.) Nach dem 
Erkalten wurde dann das iiberschiissige Benzoesiureanhydrid 
durch Herauslésen mit Ather entfernt. Es hinterblieb ein 
grauer Riickstand, der in Wasser unléslich und in Alkohol 
schwer liéslich war. Durch Umkrystallisieren dieser Substanz 
aus Methylalkohol wurden weibe, glitzernde Krystalle vom 
Schmelzp. F = 219—221° erhalten. Dieses krystalline Produkt 
wurde als N,N’-Dibenzoylglycinanhydrid identifiziert. 

e = 0,0363 g 


=~ 2,20 cem n/10-Siure 
~ 8,48°/, N (ber. 8,69°/, N). 


: Gegeniiber Pikrinsiure und Dinitrobenzol verhielt es sich 
| positiy, 





‘ 
: 
4 
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O0,0'(?)-Diacetylglycinanhydrid. 

Durch Acetylieren von Glycinanhydrid mit Essigsiure- 
anhydrid erhailt man mit Leichtigkeit die Diacetylverbindung, 
die auf Grund ihrer Eigenschaften die Acetylgruppen ohne 
Zweifel an den beiden Iminogruppen des Diketopiperazinringes 
gebunden enthalt. Wir versuchten nun auf anderen Wegen 
eventuell zu der O,O’-Diacetylverbindung zu gelangen. Znu- 
nachst gaben wir Glycinanhydridsilber direkt mit Acetylchlorid 
zusammen. Die Reaktion verlief sehr heftig. Nach dem Ab. 
' filtrieren des gebildeten Chlorsilbers schied sich aus der er- 
kaltenden Lésung eine krystalline Substanz in geringer Menge 
ab, die abfiltriert und aus Alkohol umkrystallisiert wurde. Die 
Ausbeute war sehr gering. Die Krystalle in Gestalt feiner 
Nidelchen wiesen den Schmelzp. F = 132—135° auf. 

e= 0,0262 g 
=~ 2,64 ecm n/10-Saéure 
~~ 14,10°, N (ber. 14,14°/, N). 

Die Pikrinsiéurereaktion und die Reaktion mit Dinitro- 
benzol waren vollig negativ. Die vorliegende Verbindung 
kénnte auf Grund ihrer Kigenschaften ein O,O’-Diacetylglyciv- 
anhydrid sein. Um eingehendere Untersuchungen anzustellen, 
war nicht geniigend Substanz vorhanden und weitere Dar- 
stellungsversuche verliefen leider ohne Ergebnis. Die Acety- 
lierung von Glycinanhydrid mit Acetylchlorid wurde mit Hilfe 
aller gebriuchlicher Methoden versucht, es war jedoch kein 
Erfolg zu erzielen. 


Diacetylalanylglycinanhydrid. 

Alanylglycinanhydrid wurde mit einem UberschuB vou 
Kssigsiureanhydrid zusammen am RiickfluBkiihler erwirmt. 
Nach dem Abdestillieren des nicht in Reaktion getretenen 
Kssigsiureanhydrids hinterblieb ein Ol. Dieses wurde in wenig 
Chloroform gelést und mit viel Petrolither versetzt. All. 
mihlich schied sich eine weiBe Substanz aus, die abgenutscht 
und mit Alkohol gewaschen wurde. Es verblieben weiBe Krystalle 
vom Schmelzp. F = 175—180° Beim Waschen der weiben 
Gesamtabscheidung ging merkbar ein Teil in Lisung. Wahrend 
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die Gesamtabscheidung eine stark positive Pikrinsiurereaktion 
 aufwies, war die Reaktion bei dem zuriickgebliebenen Teil 
 yéllig negativ. Ebenso fiel die Reaktion mit m-Dinitrobenzoe- 
: siure-1,3,5 negativ aus. 

= 0,0627 g 

~ 5,78 cem n/10-Sadure 

~ 12,90°/, N (ber. fiir Diacetylalanylglycinanhydrid 13,20°/, N). 


e 


Durch Eindampfen der alkoholischen Liésung und Behandeln 
jes Riickstandes mit Ather konnten wir eine neue krystalline 
weibe Abscheidung erhalten, die den Schmelzp. F = 155—160° 
aufwies. Sowohl die Pikrinsiurereaktion wie auch die Reaktion 
mit -Dinitrobenzoesiiure-1,3,5 fielen mit dieser Substanz stark 
positiv aus. 

0,0133 ¢g 

1,25 cem n/10-Siiure 

13,15°/, N (ber. fiir Diacetylalanylglycinanhydrid 13,20°/, N). 

. Auf Grund der Eigenschaften der beiden Produkte kénnte 
man das erste vom Schmelzp. 175—180° fiir das 0,0’-Di- 
_ acetylalanylglycinanhydrid ansprechen und das andere vom 
| Schmelzp. 155—160° fiir die N,N’-Diacetylverbindung des 
' Alanylglycinanhydrids. Um einen Anhaltspunkt iiber die Kon- 
| stitution der einzelnen Verbindungen zu erhalten, priiften wir 
_ das Verhalten der beiden Produkte gegen Lauge. Als Reagens 
' auf eine Aufspaltung unter Bildung von Aminosiuren bzw. 
| des Dipeptides verwandten wir Ninhydrin. Wir verglichen 
gleichzeitig unter denselben Bedingungen das Verhalten von 
_ Acetylglycin und der N,N’- und O,O’-Verbindung des Glycin- 
| anhydrids. Das Resultat ist aus der folgenden Zusammenstellung 
' zu entnehmen (vgl. S. 108). 

Aus der Tabelle geht hervor, da8 Acetylglycin und die unter- 
| suchten N,N’- und O,0’-Verbindungen durch Kochen mit der 
4 gleichen geringen Menge n/10-Lauge nicht spaltbar sind. Dagegen 
' sind beim Kochen mit einer gleichen Menge 5n-Lauge an- 
3 scheinend nur die O,O'-Verbindungen nicht spaltbar — wihrend 
' Acetylglycin und die N,N’-Verbindungen vollstindig gespalten 
_ werden (erkennbar durch den positiven Ausfall der Ninhydrin- 
| teaktion). 


vu i 
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Verbindung 


Verhalten beim Kochen 
gegen die gleiche Menge 
n/10-Lauge; neutralisiert 
und mit Ninhydrin ge- 


Verhalten beim Kochey 
gegen die gleiche Menge 
5n-Lauge; neutralisier 
und mit Ninhydrin ge. 


priift prift 














nicht spaltbar, 
ninhydrinnegativ 


gespalten, 


Acetylglyein ninhydrinpositiy 


N,N’- Diacetylalanyl- 
glycinanhydrid 


nicht vollstindig spaltb., 
ninhydrinnegativ 


volistaéndig gespalten, 
ninhydrinpositiv 


nicht spaltbar, 
ninhydrinnegatiy 


O, O’- Diacetylalany!- 
glycinanhydrid 


nicht spaltbar, 
ninhydrinnegativ 


nicht vollstiindig spaltb., 
ninhydrinnegativ 


vollstiindig gespalten, 
ninhydrin positiy 


N, N’- Diacetylglyecin- 
anhydrid 

O,O’- Diacetylglycin- 
anhydrid 


nicht spaltbar, 
ninhydrinnegativ 


nicht spaltbar, 
ninhydrinnegativ 








Dibenzoylalanylglycinanhydrid. 

Alanylglycinanhydrid wird mit der 10fachen Menge Benzoe- 
siureanhydrid auf etwa 150° erhitzt, bis das Diketopiperazin 
in Lésung gegangen ist (Dauer etwa 2 Stunden). Nach dem 
Erkalten wird das iiberschiissige Benzoesiiureanhydrid mit Ather 
herausgelést. Es hinterblieb ein schmieriges Ol als Riickstand, 
welches allen Versuchen widerstand, es in eine feste Form 
iiberzufiihren. Das Ol gab eine stark positive Reaktion mit 
m-Dinitrobenzoesaure (1,3,5). Es liegt allem Anschein nach 
ein Kupplungsprodukt vor, da unverindertes Alanylglycin- 
anhydrid ja gut krystallisieren wiirde. 























Notiz tiber das Sterin der Scopoliawurzel. 
Von 
A. Windaus und J. Brunken. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universitats-Laboratorium Géttingen. 
(Der Redaktior zugegangen am 28. August 1924.) 


Von der Firma E. Merck, Darmstadt, erhielten wir im Sommer 
1923 ein Phytosterin, das aus der Scopoliawurzel bereitet war.') Es 
gab beim Lésen in Alkohol eine triibe Liésung, sie lieB sich durch 
Schiitteln mit Blutkohle kliiren und schied auf Zusatz von wenig Wasser 
das Sterin in einheitlich aussehenden Blittchen vom Schmelzp. 137° 
wieder ab. Das so gereinigte Material wurde nach der Methode von 
Windaus und Hauth?’) auf einen Gehalt an Stigmasterin gepriift. Zu 
diesem Zweck wurde es in das Acetylderivat verwandelt, dieses in Ather 
gelist und die Lésung in den von Windaus und Hauth angegebenen 
Mengenverhiltnissen mit einer 5°/,igen Brom-Eisessiglésung versetzt. 
Da selbst nach zweistiindigem Stehen keine Fiillung eintrat, ist die An- 
wesenheit des Stigmasterins oder eines thnlichen Sterins im Scopolia- 
sterin ausgeschlossen. Die Lésung wurde nunmehr mit viel Natrium- 
amalgam geschiittelt und dadurch dem bromierten Acetylderivat das 
Brom wieder entzogen. Das so gewonnene bromfreie Sterylacetat schmolz 
bei 127° und finderte seinen Schmelzpunkt nicht nach Zusatz von reinem 
Sitosterylacetat. Durch Verseifen mit alkoholischer Kalilauge lieferte 
es ein Sterin vom Schmelzp. 137°, das, mit reinem Sitosterin gemischt, 
seinen Schmelzpunkt nicht erniedrigte. 

Um die Identitit des Scopoliasterins mit Sitosterin sicherzustellen, 
haben wir noch die folgenden Versuche durchgefiihrt: Wurde Scopolia- 
sterin in Kisessig gelést und die Lésung bei 100° mit Platinschwarz 
in einer Wasserstoffatmosphire geschiittelt, erfolgte nach kurzer Zeit die 


') Vel. Archiv d. Pharmac. Bd. 228, S. 440 (1890). 
*) Chem. Ber. Bd. 39, S. 4378 (1906). 
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Aufnahme von 1 Mol. Wasserstoff. Die reine Lésung wurde vom Kataly. 
sator abfiltriert und schied nach dem Erkalten Krystalle aus, die nac} 
dem Verseifen mit alkoholischer Kalilauge und Umkrystallisieren ay; 
Alkohol bei 137° schmolzen; sie zeigen also den Schmelzpunkt deg J). 
hydrositosterins oder Sitostanols; beim Schiitteln mit Chloroform und 
konz. Schwefelsiure geben sie keine Farbenreaktion mehr. Das dure) 
Kochen mit Essigsiureanhydrid bereitete Acetylderivat schmolz nach 
dem Umkrystallisieren bei 132° genau wie das Sitostylacetat von Win. 
daus und Rahlén.') Durch milde Oxydation mit Chromsiure lieferte 
das Scopoliadihydrosterin ein Keton, das bei 158° schmolz, wiihrend 
Windaus und Rahlén fiir Sitostanon den Schmelzp. 157° angeben. Be; 
der Reduktion unseres Ketons nach der Methode von Clemmensey 
erhielten wir einen gesiittigten Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 85°. — 
Zum Vergleich haben wir das in EKisessig geléste Sitosten mit Platin. 
schwarz und Wasserstoff hydriert, es nahm 1 Mol. Wasserstoff auf und 
lieferte einen Kohlenwasserstoff, der bei 84° schmolz und mit unserem 
Material vom Schmelzp. 85° keine Schmelzpunktserniedrigung zeigte. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich also, daB das von E. Merck 
gelieferte Sterin aus Scopoliawurzel reines Sitosterin ist, wiihrend das 
von derselben Firma in den Handel gebrachte Phytosterin aus Calabar- 
bohnen ein Gemisch von zwei Sterinen darstellt. 





1) Diese Zs. Bd, 101, S. 232 (1918). 


























Erwiderung auf die ,,Bemerkungen“ von H. Fischer’) zu 

E meiner Abhandlung 

_ ,Zur Frage des Vorkommens von Porphyrin im Blutserum“.’) 
Von 

A. Papendieek. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgem. Krankenhauses Hamburg-Eppendort?.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. September 1924.) 


In lingeren Ausfiihrungen versucht H. Fischer meinen vielen nega- 
tiven Porphyrinbefunden an normalen und pathologischen Seren, die 
seinen mit Zerweck*) verdffentlichten Beobachtungen zuwiderlaufen, 
die Beweiskraft abzusprechen, indem er in durchaus ungewoéhnlicher 
Weise mich persénlich angreift, meine Zuverlissigkeit in Zweifel zieht 
und mir AnmaBung und unkorrektes Vorgehen vorwirft. Auf diese per- 
sdnlichen Angriffe gehe ich hier selbstverstiindlich nicht ein; die Aus- 
einandersetzung dariiber erfolgt an anderer Stelle. Ich beschriinke mich 
darauf, einige Tatsachen zu berichtigen: 

1. Was meine negativen Porphyrinbefunde im Kot anlangt, die 
Fischer glaubt in diesem Zusammenhang erwihnen zu miissen, so ver- 
weise ich auf meine im Druck befindliche 3. Mitteilung iiber das Por- 
phyrin der menschlichen Fiizes. 

2. Den von mir gegen Fischer erhobenen Vorwurf, daB er die 
von O. Schumm zum Nachweis von Porphyrin in Petrys Serum genau 
angegebene Vorschrift nicht befolgt und darum keine brauchbaren Er- 
gebnisse erhalten habe, entkriftet Fischer nicht. Der Vorwurf besteht 
demnach zu Recht. — DaB ich die Fischersche Vorschrift anerkenne, 
hat damit nichts zu tun. 

DaB ich, wie Fischer mir vorwirft, im allgemeinen keine spektro- 
skopischen Beobachtungen der Atherlésungen vorgenommen habe, wird 


') H. Fiseher, Diese Zs. Bd. 138, S. 307 (1924). 
*) A. Papendieck, Diese Zs. Bd. 136, 8. 293 (1924). 
*) H. Fischer u. W. Zerweck, Diese Zs. Bd. 132, S. 12 (1924). 











